Homogeneous, recombinant immune interferon fragments 



Publication number: AT393690B 
Publication date: 1 991 -1 1 -25 
Inventor: 
Applicant: 
Classification; 
- international: 



HOFFMANN LA ROCHE (CH) 



C07K14/555; C07K14/57; C12N1/21; C12N15/23- 
C12N15/70;A61K38/00; C07K14/435; C12N1/21-' 
C12N15/19; C12N15/70; A61 K38/00; (IPC1-7V ' 
A61K37/66; C12N1/20; C12N15/23; C12P21/02 
-European: C07K14/555; C07K14/57; C12N15/70 

Application number: AT1 9870002644 19871008 
Priority number(s): AT1 9870002644 19871008 



Report a data error here 

Abstract of AT393690B 

The present invention relates to homogeneous, recombinant, human interferon fragments which bv 
comparison w.th a mature, full-length, recombinant, human immune interferon, lack 6 to 1 1 arSno acids 
ten 6 w TIT' to re P |icab,e - microbial e *P^ssion vectors with a nucleotide sequence eVcoXi a 
such anZr' T n T e J nterferon fra 9 ment ' and <° microorganisms which are transformed with 

such an expression vector. The invention further relates to processes for the preparation of the 
miS r n r r US " r f °™ bl " ant ' hl l man immune interferon fragments and of the abovementioned 
microorganisms. In addition to this, the invention relates to pharmaceutical compositions which contain 
Z nhLr' nterfe !; 0n ra 9 ments ; and to tne «sa of these recombinant immune interferon figments a£d of 
the pharmaceutical compositions for treating various diseases. a T 
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(54) H0M0GENE , REKOMBINANTE IMMUN-INTERFERQNFRAGMENTE 

(57) Die vorliegende Erfindung betrifft homogene, rekoro- 
binante, menschliche Interferonfragmente, denen im Ver- 
gleich zu einem reifen, rekombinanten, nenschllchen Im- 
nun-Interferon voller Lange 6 bis 11 Aminosauren am 
C-Terminus fehlen, replizierbare, mikrobielle Expres- 
sionsvektoren mit einer ein rekombinantes, menschliches 
Iimun-Interferonfragmente kodierenden Nukleatidsequenz 
und Mikroorganismen, die mit einem solchen Expressions- 
vektor transformiert sind. Im weiteren betrifft die Er- 
findung Verfahren zur Herstellung der horogenen, rekom- 
binanten, menschlichen Imnun-Interferonfragmsnte und 
der oben erwahnten Hikroorganismen. ZusStzlich daru be- 
trifft die Erfindung pharmazeutische Zusammensetzungen, 
die die genannten Interferonfragraente entnalten, und 
die Verwendung dieser rekombinanten Immun-Interferon- 
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Die vorliegende Erfindung betrifft homogene, rekombinante, menschliche Immun-Interferonfragmente. denen 
im Vergleich zum reifen, rekombinanten, menschlichen Immun-Interferon voller Lange 6 bis 1 1 Aminosauren am 
C-Terminus fehlen. (Die Aminosauresequenz des Immun-Interferons voller Lange ist in Fig. 1 dargestellt.) Die 
Erfindung betrifftauchreplizierbare, mikrobielleExpressionsvektoren, die eineNukleotidsequenz enthalten, die fiir 
5 ein solches rekombinantes Immun-mterferonfragment kodiert, mit diesem Expressionsvektoren transformierte 
Mikroorganismen und Verfahren zur Herstellung dieser Interferon&agmente und Mikroorganismen. Die Erfindung 
betrifft im weiteren Pharmazeutika, die eine oder mehrere dieser rekombinanten Immun-Interferon&agmente 
enthalten, unddieVewendungdieserrekombir^tenlmmun-MterferonrragmenteundPha 
verschiedener Krankheiten. 

10 Nattirliches, menschliches Immun-Interferon QFH-y) wird bei mitogener Stimulierung von Lymphozyten er- 

zeugt Es zeigt antivirale und anti-proliferarive Wirkung, die aber bei pH 2 verloren gent. Die aktive Form des 
Immun-Interferons ist vermutlich ein Multimer, sehr wahrscheinlich ein Dimer, Trimer oder Tetramer (Pestka et al., 
J. Biol. Chem. 4706-4709 [1983]). 

Man fand, daB Immun-Interferon im menschlichen Genom in einem, ein 166 Aminosaure langes 

15 Vorlauferpolypeptid kodierendes Gen verschlilsselt ist (Derynck et al., Nucleic Acid Res. 1Q, 3605-3615 [1982]). 
Man nahm an, daB es durch posttranslationale Prozessienmg in ein Polypeptid mit 146 Aminosauren und einer Cys- 
Tyr-Cys-Gln-....N-terminalen Sequenz Qberfiihrt wird. 

Durch Verwendung von Methoden der DNA-Rekombinationstechnologie (z. B. Maniatis et al., .Molecular 
cloning - A laboratory manual", Cold Spring Harbor Laboratory, 1982) wurden Expressionsvektoren, die fiir ein 

20 rekombinantes,diesel46Ammosaurenurrn r assendesImmim-Interferonkodieren,konst^ 

Expressionsvektoren in einen mikrobiellen Wirt, werden rekombinante Immun-Interferonpolypepude mit 
147 Aminosauren,namlich den oben erwahnten 146 Aminosauren sowieeinem zusatzlichenN-terminalen Methionin, 
synthetisiert Das zusatzliche Methionin stammt vom Translationsstartsignal AUG der mRNA, das ftir die 
Aminosaure Methionin kodiert Im ursprtinglichen menschlichen Gen ist dieses Translationsstartsignal vor dem 

25 Signalpeptid gelegen. Wahrend der posttranslationalen Prozessierung wird das Signalpeptid, zusammen mit dem 
vom Translationsstartsignal stammenden Methionin, abgespalten, was zu einem methioninfreien, reifen, 
146 Aminosaure langen Immun-Interferon fuhrt Prokaryotische Wirtszellen kOnnen das Signalpeptid vor dem 
menschlichen Immun-Interferonvoriauferpolypeptid nicht an der richtigen Stelle abspallen. Deshalb muB die im 
menschlichen Immun-Interferongen fiir das Signalpeptid kodierende Sequenz mittels gentechnischer Methoden 

30 entfernt werden, damit das Immun-Interferon in reifer Form exprimiert werden kann. Das ATG-Kodon, genau vor 
der fiir das reife Polypeptid kodierenden Sequenz, hat das im rekombinanten, menschlichen Immun-Interferon 
vorhandene Methionin zur Folge. Trotz des zusatzlichen N-terminalen Methionins und der Tatsache, daB es nicht 
glykosyliert ist, zeigt das rekombinante Immun-Interferon antivirale und anti-proliferative Wirkung die pH 2 
. empfindlich ist und vergleichbar ist mit derjenigen des aus menschlichen Leukozyten isolierten Immun-Interferons 

35 (Gray etal.,Nature2iS,503-508 [1982]). SpaterzeigtenP^ 

daB das, aus induzierten menschlichen Lymphozyten aus dem peripheren Blut gereinigte, Immun-Interferon ein 
143 Aminosaure langes Polypeptid ist, dem die Cys-Tyr-Cys-Sequenzfehlt und das einen Pyroglutaminsaurerest am 
N-Terminus hat. Am C-Terminus wurde eine gewisse Heterogenitat beobachtet. Nochmalige Klonierung des 
ursrjrflnglichen.rekombmantenlmmun-Interfe^ 

40 Immun-Interferon kodieren, das diese 143 Aminosauren umfaBt und liber ein, wie oben dargelegt, zusatzliches 
Methionin am N-Terminus verfilgt Ein Vergleich der biologischen Aktivitaten der rekombinanten, menschlichen 
Immun-Interferone mit oder ohne die Cys-Tyr-Cys-Sequenz zeigte, daB die Entfernung der Cys-Tyr-Cys-Sequenz 
zu einer zweifach hOheren viralen Aktivitat fahrt. (EP-A2-146 354, verOffentlicht am 26. 6. 85). Darilberhinaus ist 
in der EP-A 146 354 gezeigt, daB Immun-Interferonfragmente, die durch begrenzte tryptische Spaltung vOn reifem, 

45 rekombinantem, menschlichem Immun-Interferon erzeugt wurden, im Vergleich zu einer, aus einer Mischung von 
Interferonpolypeptiden (= Referenzmaterial) mit 139 bzw. 143 Aminosauren (Verhaitnis 98:2) bestehenden, 
rekombinanten Immun-Ihterferonpraparation verminderte antivirale Aktivitat hatten. Zum Beispiel zeigte ein 
131 Aminosaure langes Fragment, dem 12 Aminosauren am C-Terminus fehlen, 40-50 % der spezifischen Aktivitat 
des oben genannten Referenzmaterials. Fragmente, denen zusatzlich weitere 3 bzw. 6 Aminosauren am C-Terminus 

50 entfernt worden waren, die also 129bzw. 125 Aminos8urelang waren, hatten 6-9 bzw. 1 %derspezifischen Aktiviiat 
des Referenzmaterials. Daraus haben die Verfasser der oben genannten VerOffentlichung geschlossen, daB alls 
Fragmente, denen terminale Aminosaure fehlen, eine niederere antivirale Aktivitat als das oben erwahnte 
Referenzmaterial oder das reife, rekombinante menschliche Immuninterferon mit 143 Aminosauren, dem die 
Cys-Tyr-Cys-Sequenz am N-Terminus fehlt, haben und dafi die Aktivitat umso niedriger wird, je mehr Aminosauren 

55 am C-Terminus fehlen. Es werden daher im Anspruch 3 der EP-A2-146 354 Immuninterferon-Fragmente mit 
126bis 142Aminosauren sowie<iasImmumnterferon voUerl^ 

in der Annahme, daB diese alle eine Aktivitat von mehr als 1 % im Vergleich zum oben genannten Referenzmaterial 
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aufweisen. Pas Immun-Interferonfragraent mit 125 Aminosauren hat - wie erwShnt - 1 % Aktivitat.) 

Im Paten tanspruch 20 der EP- A2- 146 354 werden dann in einer Aufzahlung die Immuninterferon-Fragmente mit 
einer Lange von 132 bis 139 Aminosauren exphzitbeanspracht; wieausderRQckbeziehungaufdenPatentanspruch 
15 hervorgeht, spekulieren die Verfasser der europSischen Patentanmeldung damit, daB diese Immuninterferon- 
5 Fragraente diesselben Eigenschaften wie natives Immuninterferon haben. Sie spekulieren offensichtlich deshalb 
damit, weil das Immuninterferon-Fragmentmit 131 Aminosauren 40-50 % der spezifischen Aktivitat der Mischung 
von Interferonpolypepu'den mit 139 bzw. 143 Aminosauren (Verhaitnis 98:2) aufweisen. MaW: Von den 
Immuninterferon-Fragmenten, die im Patentanspmch 20 aufgezahlt sind, wurde nur ein einziges - namlich das mit 
139 Aminosauren • tatsflchlich hergestellt, und auch das nur in einer Mischung mit dem Immuninterferon voller 

10 Lange. Was die anderen Immuninterferonfragmente betriff t, so handeit es sich dabei um eine reine Spekulation, um 
eine rein ..papierene" Offenbarung; es sind die Eigenschaften dieser Fragmente nicht bekannt, und es ist auch nicht 
mOglich dieseFragmente aufgrund derOffenbarung der EP- A2-146 354 herzustellen, dieselmmuninterferonfragmente 
sind daher im patentrechtlichen Sinne neu. (Vgl. in diesem Zusammenhang die standige osterreichische Praxis, 
wonach in Patentanmeldungen Beispiele fUr erfmdungsgemaBe chemische Verbindungen, die nur aus einer 

15 chemischen Formel bestehen, ersatzlos gestrichen werden, wenn nicht deren tatsachliche Herstellung z. B. durch 
Angabe des Schmelzpunktes belegt ist; denn die Angabe einer chemischen Formel allein kann die Neuheit des 
chemischen S toffes, der diese Formel hat, nicht treffen. Vergleiche in diesem Zusammenhang auch dieEntscheidung 
des Europaischen Patentamtes vom 26. 3. 1986, AB1. EPA 1/1987, 5.) 

Die wenigen tatsachlich hergestellten Immun-Interferonfragmente wurden nur durch begrenzte Trypsinspaltung 

20 erzeugt Trypsin katalysiert die Hydrolyse von Peptidbindungen, derenCarbonylgruppe von basischen Aminosauren, 
dblicherweise Arginin oder Lysin, zur VerfUgung gestellt wird. Die Aminosaure-Sequenz von Immun-Interferon 
enthait 20 Lysin- und 8 Argininreste. Die Anzahl der individuellen, durch Trypsin erzeugten Fragmente hangt von 
der Zuganglichkeit der Peptidbindung, die zur Erzeugung des Fragmentes geschnitten werden mufl, ab. Nichtsde- 
stoweniger ftihrt begrenzte Protolyse zu einem groBen Spektrum an Fragmenten, und die Reinigung eines 

25 besdmmten Fragmentes aus einer solchen Mischung zur Homogenitat ist sehr problematisch, insbesondere. da 
Polypeptide mit im wesentlichen gleicher Aminosauresequenz, aber mit um wenige Aminosauren unterschiedlicher 
Lange zu trennen waren. Unter diesen Umstanden ist die Trennung mittels HPLC, wie sie in der EP-A2-146 354 
beschrieben ist, zur Reinigung der hier exemplifizierten Immun-Interferonfragmente zur Homogenitat, d. h. im 
wesentlichen frei von anderen, sich in der GrttBe davon unterscheidenden Interferonfragmenten, nicht geeignet 

30 Zudem kOnnen dieerfindungsgemaBen Immun-Interferonftagmente, d^eUbernicht-basischeC-terminale Aminosauren 
wie Serin, Glutamin, Methionin, Leucin oder Phenylalanin verfiigen, auf Grand der Spezifiiat von Trypsin nicht 
durch tryptische Spaltung erzeugt werden. Das mag der Grand daftlr sein, daB nur die Herstellung von Immun- 
Interferonfragmenten mit 125, 129, 131 und 139 Aminosauren, die entweder Lysin oder Arginin als C-terminale 
Aminosauren haben, in den Beispielen der EP-A2-146 354 gezeigt ist Im Rahmen der vorliegenden Erfindung 

35 wurden nun erstmals Immun-Interferonfragmente der eingangs genannten Art hergestellt, denen erfindungsgemaB 
6 bis 1 1 Aminosauren fehlen. Es handeit sich dabei also um rekombinante, menschliche Immun-Interferonfragmente 
mit 132 bis 137 Aminosauren, gezahltab dem ersten Glutaminrestderauf Fig. 1 gezeigten Aminosauresequenz, die 
zum ersten Mai in homogener Form unter Verwendung der in der vorliegenden Erfindung beschriebenen Methoden 
hergestellt wurden. Diese Fragmente sind als gezielte Auswahl gegentiber dem allgemeinen Bereich, der im 

40 Patentanspmch 3 der EP-A2-0146354 beansprucht ist, neu. Die im Patentanspmch 20 dieser EP-A2-0146354 
angefiihrten Fragmente gehOren - mit Ausnahme des letzten - im patentrechtlichen Sinn nichtzum Stand derTechnik, 
wie weiter oben bereits angeflihrt Oberraschenderweise wurde gefunden, daB diese homogenen, rekombinanten 
Immun-Interferonfragmente fiber eine im Vergleich zum reifen rekombinanten Immun-Interferon voller Lange 
erhOhte spezifische antivirale Aktivitat verfligen. GleichermaBen wurde beobachtet, daB die anderen fttr Immun- 

45 Interferon typischen, biologischen Aktivitaten bei den erfindungsgema&en rekombinanten Immun-Interferon- 
fragmenten im Vergleich zum reifen rekombinanten Immun-Interferon erhflht sind. Die erfindungsgemaBen Immun- 
Interferonfragmente sinddaherauch erfinderisch. Pharmazeutika, welcheeines oder mehreredererfindungsgemaBen 
rekombinantenImmun-Interferonfragmenu5enmalten,kennenzurBehandlungverschiedenCT 
werden. Beispiele fur solche Krankheiten sind: virale Infektionen, neoplastische Krankheiten oder rheumatische 

50 Arthritis. 

Die vorliegende Erfindung stellt deshalb homogene, rekombinante Immun-Interferonfragmente, denen im 
Vergleich zum reifen, rekombinanten, menschlichen Immun-Interferon 6-1 1 Aminosauren am C-Terminus fehlen, 
zur VerfUgung. Genauer gesagt werden durch die Erfindung homogene, rekombinante Immun-Interferonfragmente 
mit der Aminosauresequenz 
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X-Y-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys-Glu-Ala-Glu-Asn-Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe- 
Asn-Ala-Gly-His-Ser-Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu- 
Gly-Ile-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-GIu-Ser-Asp-Arg-Lys-Ile-Met- 
Gln-Ser-Gln-Ile-Val-Ser-Phe-Tyr-Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe- 
Lys-Asp-Asp-Gln-Ser-Ile-Gln-Lys-Ser-Val-Glu-Thr-Ile-Lys-Glu- 
Asp-Met-Asn-Val-Lys-Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp- 
Asp-Phe-Glu-Lys-Leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val-Thr-Asp-Leu-Asn-Val 
Gln-Arg-Lys-Ala-Ile-His-Glu-Leu-Ile-Gln-Val-Met-AIa-Glu-Leu 
Ser-Pro-Ala-Ala-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys-Arg-Z, 

wobeientwederXfiirMethioninundYfUrGlutaminoderXfurWasserstoffundYfUrGlu 
undZfiir 

Ser, 

Ser-Gln, 
Ser-Gln-Met, 
Ser-Gln-Met-Leu, 
Ser-Gln-Met-Leu-Phe oder 
Ser-Gln-Met-Leu-Phc-Arg 

stent, zur Verf iigung gestellL 

Diese homogenen, rekombinanten Immun-Interferon&agmente veifiigen Ober eine deutlich hehere biologische 
Aktivitat ira Vergleich zu reifem, rekombinantem, menschlichem Immun-Interferon, d. h. zu einem rekombinanten 
Immun-Interferon voller Lflnge mit 143 Aminosauren, das entweder Glutamin oder ein Pyroglutamat an Position 1 
seiner Aminosaure-Sequenz hat. 1st die Aminosaure an Position 1 Glutamin kann das rekombinante Immun- 
Interferon Uber ein zusatzliches Methionin als 144-igste Aminosaure am N-Terminus verfilgen. Das zusatzliche 
Methionin stammt von dem Translationsstartsignal AUG der mRNA, das, wie oben ausgefiihrt, fur die Aminosaure 
Methionin kodiert. In Expressionssysteraen wie E. coli wird dieses Methionin nicht immer durch Prozessierung 
entfernt Man fand, daB das zusatzliche N-terminale Methionin die biologische Aktivitat der meisten rekombinanten 
Polypeptide nicht beeintrachtigt (Winnacker, in „Gene und Klone", p. 255, VCH, Weinheim, Deutschland [1985]). 
Nach Entfemen des N-terminalen Methionins von rekombinantem Immun-Interferon oder seiner Fragmente kann 
dasneu entstandene Glutamin zuPyroglutamatcycIisieren, wobei man glaubt, daB wiederum keine Beeintrachtigung 
der biologischen Aktivitat erfolgL Die rekombinanten Immun-Interferonfragmente der vorliegenden ErDndung 
kOnnen als Multimere, bevorzugt als Dimere, Trimere Oder Tetramere vorliegen. 

Es wurde festgestellt, daB sie normalerweise unter nicht-denaturierenden Bedingungen als Dimere vorliegen, 
obwohl sie nicht glykosyliert sind und auch mangels Cysteinresten keine S-S-Brilcken bilden kflnnen. Die 
Dimerisierung scheint auf nicht-kovalente Wechselwirkungen zuriickzufQhren zu sein. Es konnte experimentell 
gezeigtwerten,daBdastamun-Interferonfragm^ 

Bedingungen eine Mobilitat aufweist wie ein Protein mit einem Molekulargewicht von ca. 30 bis 32 kDa. 

Die rekombinanten Immun-Interferonfragmente der vorliegenden Erfindung kOnnen zur Herstellung von 
Pharmazeutika verwendet werden. Diese enthalten einen physiologisch vertraglichen Trgger sowie eine, im 
VergleichzurMenge,reifem,rekombmantem,menschUchemInraun-Interferon,dienOtigist,umemem 
gleiche antivirale Aktivitat zu erhalten, deutlich geringere Menge von besagten Immun-Interferonfragmenten. 
SolchePharmazeutikasmdnUtzUchzurBeharKilungverschiedenerKrar^ 

besonders solche einzelner Aminosauren in den hierin offenbarten Immun-Interferonfragmenten, zu Varianten der 
rekombinanten Immun-Interferonfragmente fllhrcnkOnnen, welche Ober eine hehere spezifische Aktivitat alsreifes, 
rekombinantes, menschliches Immun-Interferon verfilgen. Die Art und Weise, wie solche AminosBureaustausche an 
einem rekombinanten Polypeptid durchgefahrt werden, ist bekannL Im allgemeinen Sinn umfaBt die vorliegende 
Erfindung alle rekombinanten Immun-Interferonfragmente, denen im Vergleich zu reifem, rekombinantem Immun- 
Interferon voller Lange 6 bis 1 1 Aminosauren am C-Terminus fehlen oder Modifikationen und allelische Variante 
davon, wobei die Fragmente eine hOhere biologische Aktivitat als das reife rekombinante, menschliche Immun- 
Interferon vollerLange aufweisen. Die Erfindung stellt auch replizierbare, mikrobielleExpressionsvektoren, die eine 
fiir ein rekombinantes Immun-Interferonfragment kodierende, Nukleoddsequenz enthalten, die in funktioneller Art 
und Weise an eineExpressionskontrollsequenz gebunden ist, und mit so einem Expressionsvektor transformierte 
Mikroorganismen zur Verfiigung. Darilberhinaus stellt sie pharmazeutische Zusammensetzungen, die eines oder 
mehrere rekombinante Immun-Interferonfragmente und einen physiologisch vertraglichen Trager enthalten, zur 
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Verfilgung. Die Erfindung bezieht sich im weiteren auf Verfahren zur Herstellung rekombinanter Immun- 
Interferonfragmente mittels DNA-Rekombinationstechnik, auf Verfahren zurHerstellungeines mit einem, wieoben 
erwahnten, replikablen, mikrobiellen Expressionsvektor transformierten Mikroorganismus und auf Methoden zur 
Herstellung pharraazeutischer Zusamrriensetzungen, die solche rekombinante Immun-Interferonrragmente enthal- 

5 ten. Im weiteren bezieht sich die Erfindung auf die Verwendung dieser Interferonfragmente und der entsprechenden 
Pharmazeutika zur Behandlung verschiedener Krankheiten. 

Die Verstandlichkeit der vorliegenden Erfindung wird durch die Bezugnahme auf die folgende ausfiihrliche 
Beschreibung erleichtert, insbesondere in Verbindung mit den begleitenden Abbildungen, in denen die folgenden 
Abkttrzungen und Zeichen verwendet werden: 

10 B,E, H, S, Sa, Sc. X, Xb stehen fiir SchnittsteUen derRestriktionsendonukleasen: Bam HI, EcoRI, Hindm. SphI, 

Sail, Seal, Xhol und Xbal. 

In den Figuren 2, 4 und 6 bis 9 werden Promotoren der Gene bla, lacl und neo dargestellt durch [)V.;^.V : .ji;.J ; 



ribosomale Bindungsstellen der Gene bla, cat, neo und lacl werden dargestellt durch [ ■) ; Terminatoren 
wie t,j und Tl werden durch dargestellt; das regulierbarePromotor/Operator-ElementPj^X/Q wird 

durch 1 dargestellt; die ribosomale Bindungsstelle RBSO, SphI wird durch |»*.V»*.'l dar- 



20 gestellt; kodierende Regionen. die von dieserribosomalen Bindungsstelle kontrolliert werden, sind dargestellt durch 
^ ; Regionen, die zur Replikation der DNS (repl.) benSdgt werden sind dargestellt durch *— ** ^ und 
Regionen die filr Dihydrofolatreduktase (dhfr), Chloramphenicolacetyltransferase (cat)-, (J-Lactamase (bla)-, den 
lac-Reprcssor (lacl)-, Neomycinphosphotransferase (neo)- und Interferon-v (IFN-Y) kodieren sind dargestellt durch 



25 




Figur 1 

Aminosauresequenz und die siekodierende Nukleotidsequenz des reifen, rekombinanten, menschlichen Immun- 
30 Interferons(rIFN-Y).demdieCys-Tyr^s-S^ 

der, die rekombinanten Immun-Interferonfragmente codierenden, DNA-Fragmcnte benutzt wurde, ist unterstrichen. 
Das vom prokaryotischen Translationsstartsignal stammende Methionin ist eingeklammert 

Figur 2 

35 Schematische Darstellung des Plasmids pDS8/RBSII, SphI. 

Fi gur 3 

Nukleotidsequenz des Xho/Xbal-Fragmentes des Plasmids pDS8/RBSII, SphI, das das regulierbare Pro- 
motorA3perator-ElementP N25 x/ 0 , die ribosomale Bindungsstelle RBSB, SphI, das dhfr-Gen.den Terminator t,,, das 
40 cat-Gen und den Terminator Tl enthalt. Die in Figur 2 bezeichneten Restriktionsendonukleaseschnittstellen sind 
Ub«rstricrCTunddieRegion,dieunterderKontroUevonMSn,SphIstehtundfurem 

kodiert ist unterstrichen. ZusStzlich dazu ist die pBR322 Einheit von pDS8/RBSn, SphI schematisch dargestellt, 
wobei die angegebenenZahlen sich auf diepBR322-Nukleotidsequenzbeziehen (J. G. Sutcliffe, Cold Spring Harbor, 
Symp. Quant Biol. 77-90 [1979]). 

45 

Fieur 4 

Schematische Darstellung des Plasmids pDMI,l. 
pigur5 

50 DNA-Sequenz des Plasmids pDM.l. Die in der Figur 4 angegebenen Restriktionsendonukleaseschnittstellen 

sind Uberstrichen und die fiir die Neomycinphosphotransferase (neo) und den lac-Repressor (lacl) kodierenden 
Regionen sind unterstrichen. 

Figur $ 

Schematische Darstellung des Aufbaus und der Isoliening des Fragmentes l,dasdasGenfiirreifes,rekombinantes, 
menschliches Immun-Interferon (rlFN-y) enthalt, ausgehend von dem Plasmid pRC23/M-900, das das, fur ein 
rekombinantes, menschliches Interferon von 146 Aminosauren, mit Cys-Tyr-Cys- als N-terminale Sequenz, 
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kodierende Gen enthait 

Einbau des Fragmentes 1 in pDS8/RBSII, SphI und der daraus resultierende Vcktor pGLS. In der schematischen 
ZeichnungvonpGLS wirdmit(Sc)dieSteUeangedeutet,anderdasFragment 1 mitderScal-SchnittstelleiraPlasmid 
pDS8/RBSn, SpM verbunden ist 

Figur 8 

Scheraatische Darstellung des Aufbaas der EcoRI-ffindm-Fragmente F(-6), F(-8) und F(-l 1), die fflr den C- 
Terminus von drei verschiedenen, rekombinanten Immun-Interferonfitagmenten kodieren, unter Verwendung eines 
Hinfl-Fragments von pGLS und der Hmfl-Hincffll-Adaptoren A(-6), A(-8) und A(-ll). Die EcoRI-Hindffl- 
Fragmente F(-7), F(-9) und F(- 10) wurden in ahnlicher Weise unter Verwendung der Hinfl-Hindni-Adaptoren 

A(-7) AGTCAGATGCTGTTTTAA 

GTCTACGACAAAATTTCGA 

A(-9) AGTCAGATGJAA 

GTCTACATTTCGA 

A(-10) AGTCAGIM 

GTCATTTCGA 

aufgebaut Die zur Beendigung der Translation wichtigen Kodons in der Sequenz sind unterstrichen. 
Figur9 

Schematische Darstellung des Einbaus der Fragmente F(-6), F(-8) und F(-U) in die EcoRI- und Hindni 
Schnittstellen von pDS8/RB SH, SphI, wodurch die Plasmide pIFN-7(-6), pIFN-7(-8) und pIFN-tf - 1 1) entstehen. Die 
Fragmente F(-7), F(-9) und F(-10) wurden in ahnlicher Weise eingebaut, wodurch die Plasmide pLFN-T(-7), pIFN- 
•)<-9) und pIFN-7(-10) entstanden. 

Fi gur 10 

Aminosauresequenzen der Genprodukte rlFN-y, IFN-tf-6), IFN--K-7), IFN-t(-8), IFN-7(-9), IFN--y(- 1 0) und IFN- 
7(-ll), die durch die Expression von pGLS, pIFN-Y(-6), pJFN-^-1), pIFN-7(-8), pIFN-7(-9), pIFN-7(-10) und 
pIFN-7<-l 1) erhalten wurden. (I30aa) steht fur die 130 Aminosauren von Position 1 bis Position 130 (siehe Figur 1). 

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoretische Analyse des rcifen, menschlichen Irnmun-Interferons und der 
menschlichen Interferon&agmente. Die Spuren (a), (b), (c) und (d) (Figur 1 la, Teil A) und die Spuren (1) bis (9) 
(Figurllb)zeigenLysatevonE.cou^l5-Zellen,diepDM 

Figur Ua Fieurllb 

pGLS-Y a 1,9 

pIFN-iH) - 2 

prFN.-K-5) - 3 

pIFN-'y(-6) b 4 

pIFN-i<-8) c 5 

PIFN--K-9) - 6 

pIFN-rt-10) - 7 

pIFN-tf-11) d 8 

Die Spuren (a), (b), (c) und (d) (Figur 1 la, Teil B) und die Spuren (10) bis (17) und (20) (Figur 1 lb) zeigen die 
gereinigten Interferonpolypeptide, die aus den in den Spuren (a), (b), (c) und (d) (Figur 11a, Teil A) und (1) bis (9) 
(Figur lib) gezeigtenLysatengereinigt wurden. DiedurchlirnitierteProteolysehergestellten menschlichen Immun- 
Interferonfiagraente IFN-^-W) und IFN-y(-18) sind auf den entsprechenden Bahnen (18) und (19) gezeigt 

MW (Figur 1 la) und M (Figur 1 lb) stehen fur ein Gemisch von Markerproteinen (BIO-RAD Laboratories), das 
aus Proteinen mit Molekulargewichten von 14,4 kd, 21,5 kd, 31 kd, 45 kd, 66^ kd und 92,5 kd (1 kd = 1000 Dalton) 
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Fienr 12; 

Antivirale Aktivitat in Beziehung zur C-tenninalen Sequenz von IFN-y. Die C-tenninale Sequenz ist in dem von 
Dayhoff et al, („Altas of Protein Sequence and Structure", M. 0. Dayhoff, ed., Vol. 5. p. 17, Natl. Biomed. Res. 
Found., Silver Spring, Maryland, U.S.A., [1979]) beschriebenen Ein-Buchstabenkode auf der Abszisse angegeben. 
Die antiviralen Aktivitaten der, auf der Abszisse durch die Anzahl der. im Vergleich zu reifem, rekombinantem. 
menschlichem Iramun-Interferon (charakterisiert durch „0"), C-terminal abgespaltenen Aminosauren charakteri- 
sierten, rekombinanten Immun-Interferonfragmente, sind auf der Ordinate dargestellt Jeder Punkt steht fiir den 
geometrischen Mittelwert von wenigstens sechs voneinander unabhSngigen Bestimmungen. Balken markieren die 
entsprechenden Grenzen bis zu 95%-iger Zuverlassigkeit der MeBwerte. 

Figur 13 

Vergleich der antiviralen Aktivitat, der Aktivierung von Makrophagen und des Rezeptorbindungsvermflgens 
beztlglich derC-terminalen Sequenz von IFN-Y(Einzelheiten entnehme man derLegendezuFigur 12 unddemText). 
Die Werte der antiviralen Aktivitat, der Aktivierung von Makrophagen und des Rezeptorbindungsvermflgens der 
Immun-Interferonfragmente in Beziehung zu den entsprechenden Werten von reifem, rekombinantem Immun- 
Interferon, die willkttrlich mit 1 festgelegt wurden, sind logarithmisch aufgetragen. Der absolute Wert der 
Aktivierung von Makrophagen durch reifes, rekombinantes Immun-Interferon betrSgt 5 x 10^ E/mg. 

In einer gemaU der vorliegenden Erfindung bevorzugten Art und Weise kflnnen rekombinante Immun- 
Interferonfragmente durch Auswahl eines passenden Plasmids, das eine Kopie des vollstandigen menschlichen 
Immun-Interferongens Oder einer alielischen Variante davon enthait, hergestellt werden. Translationsstqpcodons 
kflnnen danh, in der fur den C-Terminus von Immun-Interferon kodierenden Region des Gens, durch gezielte 
Mutagenese („site directed mutagenesis"), wie sie von Smith et al. (in ..Genetic Engineering" 1 1-32 [1981], J. K. 
Setlow, A. Hollaender eds., Plenum Press, New York) beschrieben ist, oder durch Entfernen eines passenden 
Restriktionsfragmentes aus dieser Region und dessen Ersatz durch ein synthetisches Stuck DNA, das fur den 
gewfinschten C-Terminus des rekombinanten Immun-Interferonfragments kodiert, eingefdhrt werden. Bei der 
letzteren Methode werden bevorzugt zwei verschiedene Restriktionsendonukleasen verwendet, urn das 
Ausgangsplasmid zu schneiden, damit zwei verschiedene, aneinander haftende Enden entstehen. Die synthetische 
DNA mit den (iberiappenden Enden kann dann gleich in der richtigen Orientierung eingepaBt werden. In einem 
nflchsten Schritt kann die filr das rekombinante Immun-Interferonfragment kodierende DNS-Sequenz, in einen 
replizierbarcn.milOTbieUenExpressionsvektor.dereinenReph^ 

Operator und eine, filr eine ribosomale Bindungsstelle (RBS) kodierende Sequenz enthait, eingesetzt werden. 
Geeignete replizierbare Expressionsvektorcn findet man in Maniatis et al. (supra) oder in den Beispielen der 
vorliegenden Erfindung. Bevorzugt sind replizierbare Expressionsvektorcn, die eine, ein rekombinantes Immun- 
Interferonfiagment kodierende, Nukleoudsequenz enthalten, die funktionell mit einer Expressionskontrollsequenz 
verbunden ist. Beispiele solcher Expressionsvektoren sind pIFN-Y(-6), pEFN-Y(-7), pIFN-y(-8), pIFN-Y(-9), pIFN- 
y(-10) und pIEN^-l 1), in denen die fur die rekombinanten Immun-Interferonfragmente kodierende Sequenz in den 
Expressionsvektor pDS8/RBSII, SphI (Figur 2) integriert ist, Der Expressionsvektor pDS8/RBSII, SphI wurde in 
E. coli Ml 5 (pDMI, 1), einem E. coli Stamm (E. coli DZ29 1), eingefuhrt, der mit dem den lac-Repressor codierenden 
Plasmid pDMl.l (Figur 4) transformiert ist Der daraus hervorgehende E. coli-Stamm M15 (pDS8/RBSII, s p hl; 
pDMI,l) wurde am 6. August 1986 bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen (DSM) mit der 
Hinterlegungsnummer DSM 3809 hinterlegt Die Methoden zum Aufbau der Expressionsvektoren, die fQr die 
rekombinanten Immun-Interferonfragmente IFN-y(-6), IFN-y(-7), IFN-y(-8), IFN-y(-9), IFN-y(-10) undIFN-Y(-l 1) 
kodieren, sind in den Beispielen ausfilhrlich beschrieben. Ausgehend von diesen Beispielen ist es einem Durch- 
schmttsfachmann durchaus mflglich, Expressionsvektoren zu konstruieren, die fahig sind, die erfindungsgemaBen 
rekombinanten Immun-Interferonfragmente zu exprimieren. Die zur Expression rekombinanter Immun- 
Interferonfragmente befahigten replizierbaren Expressionsvektoren werden dann mittels der in den Beispielen oder 
der bei Maniatis et al. (supra) beschriebenen, spezifischen Verfahren in passende Wirtsorganismen transformiert. In 
Abhangigkeit von der verwendeten Wirtszelle kflnnen die rekombinanten Immun-Interferonfragmente glykosyliert 
sein oder nicht Bevorzugte Wirtsorganismen sind E. coli (Stamm M15 oder W3110 [ATCC No. 27325], Bacillus 
subtilis und weitere mehr. Der meist bevorzugte Wirtsorganismus dieser Erfindung ist der oben erwahnte E. coli 
Stamm M15. 

Sobald der zur Expression der Polypeptide der vorliegenden Erfindung befahigte Organismus hergestellt ist, 
kann das erfindungsgemaBe Verfahren auf verschiedenste Art und Weise, in Abhangigkeit von der Kon- 
struktionsweise der Expressionsvektoren und den Wachstumseigenschaften des Wirts, durchgefdhrt werden. Der 
Wirtsorganismus wird typischerweise unter Bedingungen gezuchtet, die zur Erzeugung einer groBen Menge von 
Zellen vorteilhaft sind. Hat sich eine groBe Anzahl von Zellen angesammelt, kflnnen geeignete Induktoren oder 
Derepressoren im Wachstumsmedium oder ein Temperaturwechsel die mit einer solchen DNS-Sequenz ausgestat- 
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tete Kontrollsequenz aktivieren, was zur Transkription und Translation der kodierenden Sequenz ftthrt. In der 
vorliegenden Erfindung ist die Expression des ffir das rekombinante Immun-Interferonfragment kodierenden Gens 
durch den lac-Repressor inhibiert Wenn sich eine groBe Anzahl von Zellen angesammelt hat, wird das Luerferongen 
durch Zugabe von Isopropyl-B-D-miogalactopyranosid (IPTG) aktiviert Das von der rekombinanten Zelle herge- 
5 stellte Protein kann durch Aufschlufl der Zelle durch konventionelle, dem Fachmann wohlbekannte Mittel, 
freigesetzt werden. Die bestimmten, zum AufschluB der Zelle bentilzten Mittel, sind abhflngig vom verwendeten 
WirtszeUtyp.IndervorUegendenFjfmdungwerdendieZeUenbevorzugtmitGuam 

Die erfindungsgemaBen homogenen, rekombinanten Immun-foterferonfragmente kflnnen rait jeder bekannten 
Methode gereinigt werden, z. B . durch RUlung mit Ammoniumsulfat, durch Dialyse zum Entfernen von Salzen (bei 

10 normalen Bedingungen oder unter Vakuum), durch praparative, flachbettisoelektrische Fokusierung, durch 
Gelelektrophorese, durch chromatographische Methoden wie HPLC, Ionenaustauschchromatographie, Umkehr- 
phasen-Chromatographie, Gelfiltration, Affinitatschromatographie und so weiter oder durch Verwendung 
monoklonaler oder polyklonaler AntikOrper. Wie man auf Grund von SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese oder 
Analyse mittels HPLC schlieBen kann, sind die erhaltenen homogenen, rekombinanten Immun-Interferon&agmente 

15 imwesentlichenrreivonanderenProteinen. 

Die rekombinanten Immun-Interferonfragmente kOnnen Dimere, Trimere oder Tetramere bilden, d. h., daB die 
gereinigten, rekombinanten Immun-Interferonfragmente als Kombinationen von zwei, drei oder vier solcher 
Fragmente vorliegen kOnnen. Die Art und Weise der Verknflpfung ist unklar. 

Antivirale Aktivitaten der rekombinanten Immun-Interferonfragmente IFN-tf-6), IFN-^-7), HrN-7(-8), IFN-y- 

20 (-9),IFN-7(-10),IFN-7(-ll)wurdenmittelsemesbiolog^ 

des cytopathischen Effektes, wie es Rubinstein et al. (J. Virol. 22. 755-758 [1981]) beschrieben ist, bestimmt. 
Menschliche Amnionzellen (FL-Zellen) und Sindbisvirus als Challenge-Virus wurden verwendet. Die Proben 
wurden bis auf etwa 1000 Einheiten/ml verdunnt und in Duplikaten auf Mikrotiterplatten titriert Eine Praparation 
von reifem, rekombinantem Immun-Interferon voller Lfinge (Nr. 85.20 SX-Pool) wurde als Bezugsstandard 

25 verwendet. Sie wurde auf den NTH Human Interferon Gam ma Referenzstandard, Nr. Gg 23-901-530 bezogen. Der 
NIH-Standard hatte einen Titer von 3.68 ± 0.34 log 10 Einheiten/Ampufle (n = 39). 

DieErgebnisse sind in der folgenden Tabelle 1 zusammengefaBt. Jeder Wert stent fflr das Mittel aus wenigstens 
13 unabhangigen Bestimmungen. Geometrische Mittelwerte der Titer wurden in einem t-Test statistisch evaluiert. 
Unterschiede in der antiviralen Aktivitat zwischen dem reifen, rekombinanten Immun-Interferon und den 

30 rekombinanten Immun-Interferonfragmenten sind auBerst signifikant (P = 99 %). Der Unterschied zwischen dem 
Titer von IFN-y(-6) und dem von EFN-y(-l 1) ist auch auBerst signifikant Die Werte von JFN-t(-6) und lFN-'»(-8) 
unterscheidensich m signifikam^^ 
nicht signifikant verschieden. 

35 Tabelle 1 



Spezifische antivirale Aktivi|i|t 

Reifes, rekombinantes Immun-Interferon (rIFN-Y) 9.5 . 10 6 E/mg 

40 Rekombinantes Immun-Interferonfragment IFN-rt-6) 4.1. 10 7 E/mg 

Rekombinantes Immun-Interferonfragment IFN-7<-8) 5.9 . 10 7 E/mg 

Rekombinantes Immun-Interferonfragment IFN-"i<- 11) 7.0 . 10 7 E/mg 

Um die erhOhte antivirale Aktivitat besser studieren zu kOnnen, wurden weitere rekombinante Immun- 

45 InterferonfragmentehergestelltEntwederwieor^berc 

Proteolyse von reifem, rekombinantem Interferon voller Lfinge. So wurde zum Beispiel IFN-'^-M) durch Ver- 
wendung der „Arg C'-Protease aus der Speicheldrtise der Maus, die Proteine spezifisch auf der Carboxy-Seite von 
Arginin spaltet (Schenkein et al., Arch. Biochem. Biophys. 122, 64-70 [1977]) hergestellt, wahrendIFN-'y(- 18) unter 
Verwendung des fibrinolytischen Enzyms Plasmin hergestellt wurde. 

50 Die spezifische antivirale Aktivitat dieser Polypeptide wurde, wie oben beschrieben, bestimmL Tabelle 2 und 

Figur 12 zeigen, daB die rekombinanten Immun-Interferonfragmente IFN-7(-8), T FN-'j(-9), IFN-t(-10) und IFN-y- 
(-11) eine bedeuterid hOhere spezifische antivirale Aktivitat zeigen als reifes, rekombinantes Immun-Interferon oder 
die durch limitierte Proteolyse erzeugten Immun-Interferonfragmente IFN-^-M) und IFN-tf-lS). 

55 
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Spezifjsche Antiviral? Aktivijat (Bfmts) 
(in Klammem Grenzwerte mit 95 %-iger Zuverlassigkeit) 

rlFN-v 1.91 xlO 7 (1.36 xio' 

IFN-rt-4) 2.88 x 10 7 (2.19 

IFN-7(-5) 4.79 x 10 7 (3.54 x 10' 

rFN-tf-6) 3.39 x 10 7 (2.46 x lo" 

IFN-t(.8) 7.08 xlO 7 (5.06x10 

IFN-tf-9) 9.33 xlO 7 (6.60 x 10 

IFN-^-lO) 8.32 x 10 7 (6.72 x 10; 

IFN-tf-ll) 6.31 xlO 7 (4.99 xlO : 



-2.67x10') 
-3.80 xlO 7 ) 
-6.47 xlO 7 ) 
-4.66 xlO 7 ) 
-9.91 xlO 7 ) 
-1.32x10°) 
-1.03x10°) 
-7.97 xlO 7 ) 



Die Immim-Interferonfragmente IFN-tf-S), IFN-i(-9), IFN-tf-10) und IFN-tf-l 1) zeigten eine deutlich hOhere 
antiproliferative Wirkung und gesteigerte immunregulatorische Aktivitaten. 

Die antiproliferative Aktivitat kann durch Messung der inhibitorischen Wirkung der verschiedenen Immun- 
Interferone auf den Einbau von radioaktiv markiertem Thymidin in zellulare DNS bestimmt werden. Drei maligne 
Zellinien (U 937, BS 14, LLC 1) und eine normale Fibroblastenzellinie (AG 1523, Passage-Nr. 6-10) wurden 
verwendet. U 937 ist eine myelomonocystische Leukamiezellinie, BS 14 stammt von einem Patienten mit einem 
malignen Melanom und LLC 1 von einem Patienten mit Lungenkrebs. Die Zellen wurden in Kulturschalen mit 96 
Vertiefungen in RPMI 1640 mit 10 % ffitalem KSlberserum, 1 % L-Glutamin (200 mM), 1 % Penicillin (100E/ml)- 
Streptomycin (100 ng/ml), 1 % MEM nichtessentielle Aminosauren (lOOx) und 1 % Natriumpyruvat (100 mM) bei 
unterschiedlichenZelldichten gemSB ihren individuellen Wachstumskurven.ausplattiert: 20'OOOZellen/mlfiirU937 
und AG 1523 und l'OOO Zellen/ml fllr BS 14 und LLC 1. Den Zellen wurde 24 Stunden Zeit gegeben anzuhaften. 
Reifes, rekombinantes Immun-Interferon (riFN-v) und Immun-Interferonfragment IFN-v(-10) wurden dann in die 
Vertiefungengegeben.Plattenfu^negadveKontroUenwurdennw^ . 
Kontrollen Adriamycin in einer Konzentration von 10"° bis 10"" M verwendet wurde. Zwei Tage spater wurde 
Thymidin bis zu einer Endkonzentration von 1 pCi/Vertiefung zugegeben. Nach weiteren 18 Stunden Inkubation 
wurden die Zellen geerntet und der Einbau von Thymidin, wie bei Carr et al. (Cell Immunol. 5_ 21-29 [1972]) be- 
schrieben, bestimmt Es wurde gefunden, dafl eine 14-fach geringere Menge an Immun-Interferonfragment 
IFN-7(-10) benOugt wird, urn die gleiche antiproliferative Wirkung auf AG 1523 Zellen zu erreicben, wie mit reifem, 
rekombinantem Immun-Interferon (rlFN-y). Gleichfalls wurde gefunden, daS eine 5-fach, 3-fach und 6-fach 
geringere Menge an IFN^-10) nOtig ist, urn die gleiche antiproliferative Aktivitat wie von riFN-v auf U 937, BS 14 
und LLC 1 -Zellen zu erhalten. 

Immun-Interferon ist dafttr bekannt, daB es verschiedene immunregulatorische Wirkungen verraittelt. Es scheint 
einer der makrophagenstimulierenden Faktoren (MAF) zu sein. Die Aktivierung von Makrophagen wurde auf zwei 
verschiedene Weisen gemessen. Normale menschliche Makrophagen, die gemflB Talmadge et al. (Eur. J. Immunol. 
JJS. 1471-1477 [1986]) isoliert worden waren, wurden durch die verschiedenen, in der vorliegenden Anmeldung 
beschriebenen Formen von Immun-Interferon aktiviert Oxidation wurde in Form von vermehrter Freisetzung von 
Peroxidase, wie bei Pick et al. (J. Immunol. Methods 46_, 211-226 [1981]) beschrieben, gemessen, wShrend die 
Induktion der baktericiden Aktivitat der Makrophagen, wiebeiPecketal.(J.Immunol. Methods 82, 131-140 [1985]) 
beschrieben, gemessen wurde. Weil Immun-Interferon seine immunregulatorische Wirkung dutch seine Bindung an 
Membranrezeptoren ausQbt, sind die.immunregulatorischen Aktivitaten abhangig von der Bindung des Immun- 
Interferons an seinen Rezeptor. Die kompetitive Bindung von radioaktiv markiertem, reifem, rekombinantem 
Immun-Interferon und rekombinanten Immun-Interferonfragmenten (Kung, et al., Meth. in Enzymology H2, 296- 
301 [1986]) an den Interferonrezeptor wurde, so wie von Rashidbaigi et al. (J. Biol. Chem. 2Q1, 8514-8519 [1985]) 
beschrieben, gemessen. Die Ergebnisse der oben erwahnten Experimente sind in Figur 13 zusammengefaBt 
Zusfltzlich zu der deutlich hOheren, antiviralen Aktivitat der Immun-Interferonfragmente IFN-7(-8), IFN- 
7(-10) und IFN-7(-ll) zeigten diese Immun-Interferonfragmente auch eine deudich gesteigerte Akdvierung von 
Makrophagen und ein gesteigertes RezeptorbindungsvermOgen. 

Wenn die neuen, rekombinanten Immun-Interferonfragmente mehrere Tage bei Raumtemperatur aufbewahrt 
werden, erzeugt dies keine neuen Signale im HPLC-Diagramm, wie dies in dem Fall des reifen, rekombinanten 
Immun-Interferons voller Lange beobachtet wurde. Deshalb sind diese Fragments zusStzlich zu ihrer hSheren 
Akdvitat auch stabiler. 

Die erfindungsgemaBen, gereinigten, rekombinanten Immun-Interferonfragmente Oder deren Mischungen 
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kOnnen zur Herstellung von pharmazeutischen Zusammensetzungen verwendet werden. Diese pharmazeutischen 
Zusammensetzungen enthalten neben einem physiologisch vertraglichen Tragermaterial eine deutlich geringeie 
Menge besagten oder besagter Interferonfragmente(s) wie an rekombinantem, menschlichem Immnn-Interferon 
benOtigt wild, um die im wesentlichen selbe antivirale Aktivitat zu erhalten. Diese venninderte Menge beniht auf 
der deutlich hOheren spezifischen, antiviralen Aktivitat (in Einheiten/mg), die die rekombinanten Immun- 
Interferonfragmente zeigen (siehe Tabelle 1). Fur die bevorzugten, erfindungsgemaBen, rekombinanten 
Immun-Interferonfragmente wurden diese verminderten Mengen unter Verwendung der Werte der spezifischen 
antiviralen AkuVitaten aus Tabelle 1 berechnet. Die verminderten Mengen betragen etwa: 

23 % filr das rekombinante Immun-Interferonftagment IFN^(-6), 
16 % fiir das rekombinante Immun-Interferonfragment IFN--y(-8) und 
15 % fur das rekombinante Immun-Interferonfragment IFN^(-1 1) 

der Menge von reifem. rekombinantem Immun-Interferon (als 100 % gesetzt), die benOtigt wird um dieselbe 
spezifische, antivirale Aktivitat zu erhalten. AhnlicheErgebnissekann man unter Verwendung der Daten aus TabeUe 
2 erhalten. 

DiepharmazeuuKhenZusammensetzimgenkOnnenmjederum 
Anwendung wie Tabletten, Kapseln, Men, Puder, Granula und ahnlichem; b) einer fliissigen Form zur oralen 
Anwendung, wie LOsungen, Syrup, Suspensionen, Elixire und ahnlichem; c) Mparaten zur parenteralen Anwen- 
dung, wie sterileLOsungen, Suspensionen oderEmulsionen; und d) Praparaten zu lokaler Anwendung wieLflsungen, 
Suspensionen, Salben, Cremes, Ole, mikronisierte Puder, Aerosole und ahnlichem, hergestellt werden. Die 
pharmazeutischen Praparate kOnnen sterilisiert sein und/oder Hilfsmittel wie Konservierungsstoffe, Stabilisatoren, 
Feuchthalter, Emulgatoren, Salze fur sich andemde osmotische Drucke und/oder Puffer enthalten. 

Parenterale Dosierungsformen kOnnen Infusionen oder injizierbaren Fltissigkeiten sein, die intravenOs oder 
intramuskulfls injizierbar sind. Diese Praparate kOnnen auch andere medizinisch wirksame Substanzen enthalten. 
Zusatzliche Additiva wie Konservierungsstoffe, Stabilisatoren, Emulgatoren, Puffer und ahnliches kOnnen in 
Obereinstimmung mit der gangigen Praxis zur Herstellung pharmazeutischer Zusammensetzungen dazugegeben 
werden. 

InObereirrtummungim^deserErfindung kOnnen phamiazeutis^ 
Immun-Interferonfragment enthalten, zur Behandlung viraler Infektionen, neoplastischer Krankheiten oder 
rheumatischer Arthritis eingesetzt werden. 

Es kann in zur oralen, injizierbaren oder lokalen Anwendung geeigneter Zusammensetzung und Darrei- 
chungsform appliziert werden. Dosierungsmenge und -haufigkeit kOnnen analog denjenigen sein, die bei der 
klinischen Anwendung der bekannten Interferone verwendet werden; typischerweise 10* 5 Einheiten pro Tag. Die er- 
findungsgemaBen pharmazeutischen Zusammensetzungen enthalten besagte, rekombinante Immun-Interferon- 
fragmente zusammen mit einem dazu passenden, pharmazeutisch akzeptablen Tragermaterial. Jedes ubliche 
Tragermaterial kann verwendet werden. Das Tragermaterial kann organischer oder anorganisch-inerter Natur sein, 
passend zu enteraler, percutaner oder parenteraler Anwendung. Passende Tragermaterialien sind Wasser, Gelatine, 
Gummiarabicum, Lactose, Starke, Magnesiumstearat,Talk, Speise8le,Polyalkylenglykole, Vaseline undahnliches. 
Im weiteren kOnnen die pharmazeutischen Praparate andere pharmazeutisch aktive Mittel enthalten. Zusatzliche 
Additive wie Aromastoffe. Konservierungsmittel, Stabilisatoren, Emulgatoren, Puffer und ahnliches kOnnen in 
Obereinstimmung mit der g&ngigen Praxis pharmazeutischer Zusammensetzungen hinzugefugt werden. 

Nachdem die Erfindung bis dahin allgemein beschrieben worden ist, wird dieselbe besser verstandlich werden 
durch die einzelnen Beispiele, die hier zum Zwecke der Veranschaulichung und nicht zur Begrenzung aufgefQhrt 
sin± 

Beisoiel 1 

A, Grundsatzliches 

pDS8/RBSII, SphI wurde zur Expression des reifen, rekombinanten, menschlichen Immun-Interferons und der 
erfindungsgemaBen rekombinanten Immun-Interferonfragmente ausgewahlt. Fiir eine wirkungsvolle Expression 
enthalt der oben genannte Vektor als Expressionskontrollsequenz das regulierbare Promotor/Operator-Element 
P N25 x /o ^ Stfiber et a - EMB0 L 2. 3143-3148 [1984]) und die ribosomale Bindungsstelle RBSH, SphI. Diese 
ribosomale Bindungsstelle wurde von der ribosomalen Bindungsstelle, die unter der Kontrolle des T5 E. coli- 
Phagenpromoters P G2 5 steht, abgeleitet und mittels DNA-Synthese hergestellt (R. Gentz, Doktorarbeit, Universitat 
Heidelberg, BRD [1984]). Auf Grand der hohen Wirksamkeit dieser Expressionssignale ist der oben erwahnte 
Vektor in E. coli nur dann stabil, wenn das Promotor/Operator-Element durch Bindung des lac-Repressors an die 
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OperatoreinheitvonP^ 5 x/ 0 unterMcktwM 

dann wirksam unterdriickt, wenn eine ausreichende Menge an Repressormolekulen vorhanden ist. Deshalb wurde 
das lacI^-AlIel verwendet, das einen mutierten Promotor enthfllt, was zu einer gesteigerten Expression des 
Repressorgens f Ohrt. Das lacll-Allel ist im Plasmid pDMI, 1 (Fig. 4) enthalten. Dieses Plasmid tragt zusatzlich zum 
5 lacI-Gen das neo-Gen, wodurch Resistenz gegen Kanamycin als selektivem Marker vermittelt wird. Das Plasmid 
pDMI.1 ist vereinbar mit dem Expressionsvektor pDS8/RBSn, Sphl. Die E. coli Zellen, die mit auf pDS8/RBSII, 
SphI basierenden Expressions vektoren zu transformieren sind, mussen pDMI, 1 enthalten, damit das Vorhandensein 
des Expressionsvektors gewShrleistet ist Die Induktion der Expression in diesem System Mt sich leicht durch 
Zugabe von IPTG bei der gewtinschten Zelldichte zum Medium erreichen. 

10 

P. Plasmid ppS87RBsn. SpM 

Sphl (Figur 2), der die zur Replikation der DNS und der Stabilisierung des Plasmids in der Zelle benOtigte Region, 
einschlieBlich des ganzen Gens der B-Laktamase, das die Ampicillinresistenz liefert, enthait, stammt von dem 
15 Plasmid pBR322 (Bolivar et al., Gene 2, 95-1 13 [1977]; Sutcliffe, supra). Der abrige Teil des Plasmids tragi das 
regulierbarePromotor/Operator-ElementP N 25X/ 0 (StUberetal., supra) gefolgt von derribosomalenBindungsstelle 
RBSE. SpM, dieTeU einesEcoRI/BamfflFragmentes ist von der 

Zellinie kodierenden Region (Chang et al.. Nature 221 617-624 [1978]; Masters et al., Gene 21 59-63 [1983]), von 
dem Terminator t 0 des E. coli Phagen Lambda (Schwarzet al. Nature 222, 410414 [1978]), von dem promotorfreien 
20 GenfilrChloramphemcol-Acetyltiansfei^ [1980]) und von dem Terminator 

Tl des E. coli rmB-Operons (Brosius et al., J. Mol. Biol. 14g. 107-127 [1981]). 

C, Plasmid pDMI.I 

Das Plasmid pDMI.l (Figur 4) tragt das Neomycin-Phosphotransferasegen des Transposons Tn5 (Beck et al., 
25 Gene 12, 327-336 [1982]), das die Kanamycinresistenz beisteuert und das lacI-Gen (Farabaugh, Nature 274. 
765-769 [1978]) mit der Promotormutation I<1 (Calos, Nature 224, 762-765 [1978]), das fiir den lac-Repressor 
kodiert. Im weiteren enthaltpDMI,l eineRegion des Plasmids pACYC 184 (Chang et al., J. Bacteriol. 134.1141-1156 
[1978]) mit der zur Replikation und zur Stabilisierung in E. Coli benotigten Information. 

30 Beisniel2 

Aufbau des Plasmids nGLS. das fflr IFN-ykodiert. 

A. Grundsatzliches 

Unter Verwendung chemisch synthetisierter Oligonukleotide wurde das IFN-y Gen an die ribosomale Bindungs- 
35 stelle RBSII, Sphl (Figur 6) angepaBt. Das ftir IFN-Y-kodierende Fragment wurde isoliert und in pDS8/RBSO, Sphl 
eingebaut, wodurch das Plasmid pGLS (Figur 7) entstand. 

B. Svn these der svnthetischen Olieonukleot idfragmente. die das IFN-v-Gen an RBSII. Snhl annassen. 

Die synthetischen Oligonukleotidfragmente sind in Figur 6 abgebildet Die Oligonukleotidfragmente selbst 

40 wurdengleichzeiugaufeinerMultisynttesemaschme,^^ 

von porOsem Glas mit einheidicher PorengrflBe (^controlled poreglass" CPG) als Phasenmaterial synthetisiert 
(Kiefer et al., Immunol. Meth. 3_, 69-83 [1985]; Sproat et al., Tetrahedr. Leu. 21 5771-5774 [1983]; Adams et al., 
J. Am. Chem. Soc. 1Q5_, 661-663 [1983]). Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden wahrend 1 Stunde bei 40 °C 
in Wasser gelfist und auf eine DNA-Konzentration von 100 nmol/ml emgestellt. 

45 150 pmol jedes Oligonukleotids wurden in Gegenwart von 1 \iX [ 32 P]-ATP (2 pmol, 5000 Ci/mmol) in 10 nl 

50 mM Tris/HCL (pH 8,5), 10 mM MgCl 2 10 Minuten bei 37 °C mit 1 Einheit (E) T4-Polynukleotidkinase (Gibco- 
BRL, Basel) behandelt. Alle Reaktionen wurden durch Zugabe von 1 ul 5mM ATP und anschlieBendes 7minutiges 
Erhitzen derProben auf 65 °C beendet. 

50 C. Aufbau und Reiniming des IFN-v kodierenden Fraemenies 1 

4 pgPlasmid pRC23/IFI-900 (EP-A299 084) mit einer DNA-Konzentration von 400 (ig/ml wurden mit lOENdel 
in von Gibco-BRL in Basel gelieferten BRL-Basispuffer (50 mM Tris/HCI (pH 8), 10 mM MgC^, 50 mM NaCl) 
wahrend 1 Stunde bei 37 °C in einem Gesamtvolumen von 20 ul geschnitten. Nach der Spaltung wurde die DNA 
einmal phenolextrahiert, einmal mit Ether behandelt, mit Ethanol gefailt und der Niederschlag wahrend 2 Minuten 

55 in einer Vakuumzentrifuge (Speed-vac) getrockneL Der Niederschlag wurde in T4-Ligasepuffer (50 mM Tris/HCI 
(pH 7,8), 10 mM MgCl 2 , 10 mM DTT, 500 uM ATP) aufgelflsL 25 pmol der phosphorylierten, den Sphl-Ndel- 
Adapter (1) (Figur 6) enthaltende Oligonukleotide wurden in 1 x Ligasepuffer zugegeben und das Endvolumen auf 
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25 |il eingestellt VerknUpfimgsreaktionen wurden wflhrend 3 Stunden bei 22 °C unter Verwendung von 1 ul DNS- 
Ligase (1 WeiB-Einheit, Boehringer, Mannheim) durchgefiihrt Die Verknupfungsreaktion wurde dutch 7minUtiges 
Erhitzen der Probe auf 65 °C beendet Die DNA wurde mit Ethanol gefflllt wie oben beschrieben getrocknet, in 
50 Hi Ncol-Reaktionspuffer (50 mM Tris/HCl (pH 8), 10 mM Mga 2 , 50 mM NaCl, 50 mM KC1) suspendiert, 

5 10 E Ncol (BRL-Gibco, Basel) zugegeben und das Gemisch wflhrend 1 Stunde bei 37 °C inkubiert Das 
Restriktionsenzym wurde durch 7min0tiges Erhitzen der Probe auf 65 °C inaktiviert. Nach einer Phenolextraktion 
wurde die DNA gefflllt und wie oben beschrieben getrocknet Der Niederschlag wurde in 20 pi Klenow-Puffer 
(50 mM Tris/HCl (pH 7,2), 10 mM MgS0 4 , 100 uM DTT) aufgelOst, und dATP, dGTP, dCTP und dTTP wurden 
bis zu einer Endkonzeniration von 100 pM zugegeben (gesamtes Reduktionsvolumen 30 ul). Klenow-Enzym 

10 (1 Einheit Boehringer Mannheim) wurde zugegeben und die Probe wflhrend 1 Stunde bei 22 °C inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 2 ul 0,25 M EDTA beendet Die Mischung wurde einmal mit Phenol extrahiert, 
und die DNA wurde wie oben beschrieben gefflllt und in Sphl-Reaktionspuffer (50 mM Tris/HCl (pH 74), 6 mM 
MgCl 2 , 50 mM NaCl, 6 mM 2-Mercaptoethanol) wieder aufgenommen. Nach Zugabe von 10 E SphI (BRL-Gibco, 
Basel) wurde die Probe wflhrend 1 Stunde bei 37 °C inkubiert Die Spaltung wurde durch 7minUtiges Erhitzen bei 

15 65 °C beendet und nachfolgend eine Phenolextraktion durchgefuhrt Die DNA wurde gefflllt und wie oben 
beschrieben getrocknet 

Der DNA-Niederschlag wurde in 10 |il Gelelektrophoreseprobenpuffer aufgelOst, und die DNA-Fragmente 
wurden auf einem 6%-igen Polyacrylamidgel in 0.5 x Tris-Acetat-Puffer (40 mM Tris/HCl (pH 7,8) 20 mM 
Natriumacetat, 2 mM EDTA) elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Fflrbung mit Ethidiumbromid (0.5 ul/ml) wurden 

20 die Banden unter einem UV-Licht von 300 nm sichtbar gemacht Die Bande mit der fur das rFN-y-Gen kodierenden 
DNA wurde mit einem Skalpell aus dem Gel herausgeschnitten. Als Maker-DNA wurde Haem (Gibco-BRL, Basel) 
geschnittene 0X Phagen-DNA verwendet Das Gelstack wurde in eine Vertiefung von 4 auf 4 mm eines 0,7%-igen 
Agarosegels enthaltend TBE-Puffer (90 mM Tris-Borat, 90 mM Borsflure, 3 mM EDTA, pH 8.3) Ubertragen. Die 
Vertiefung wurde mit fllissiger 0.7%-iger Agarose in 1 x TBE versiegelt um ein gleichmflBiges, elektrisches Feld 

25 zu gewflhrleisten. Vor der Probe wurde ein Stuck einer NA45-Membran (Schleicher und SchUU, Dassel, BRD) 
eingefagt und die DNA wurde wflhrend 5 Minuten bei 300 V mittels Elektrophorese auf die Membran Ubertragen. 
Der Membranstreifen mit der DNA wurde dann mit destilliertem Wasser gewaschen und in ein EppendorfgefflB mit 
250 ul 1.5 M Lithiumacetat 50 mM Tris/HCl (pH 8.0), 10 mM EDTA Ubertragen. Die DNS wurde wflhrend 
20 Minuten bei 65 °C unter gelegendichem SchUtteln eluiert E>er Membranstreifen wurde aus dem GefflB entfemt 

30 und die Probe wurde einmal mit 200 ul Phenol, das mit 1 M Tris/HCl (pH 8,0) gesflttigt ist, extrahiert Nach 
10-minutiger Zentrifugation der Proben bei 12000 rpm in einer Mikrozentrifuge wurde der Oberstand mit der DNA 
entnommen. Die DNA wurde auf Trockeneis wflhrend 10 Minuten durch Zugabe von 20 ul 5 M Lithiumacetat und 
440 ul Isopropanol gefflllt Die DNS wurde wflhrend 10 Minuten bei 12000 rpm in einer Mikrozentrifuge 
sedimentiert Der Niederschlag wurde mit 80%-igem Ethanol gewaschen, im Vakuum getrocknet und in 10 pi Puffer 

35 (10 mM Tris/HCl (pH 7.6), 1 mM EDTA) aufgelOst. 

D. Herstellung des Plasmids t)DS 8/RBSm. Snhl 

2 pmol des Plasmids pDS8/RBSn, SphI (400 ug/ml) wurden mit 10 E SphI in Basispuffer bei 37 °C in einem 
Volumen von 50 ul wflhrend einer Stunde gespalten. 1 E Seal wurde zugegeben und die Spaltung filr weitere 

40 30MmutenfortgesefctNachderSpdtangwurdedieProbeeinmalp^ 

wie oben beschrieben getrocknet Der Niederschlag wurde in 20 ul Puffer (50 mM Tris/HCl, pH 8) enthaltend 
1 Einheit Kalbsdarmphosphatase (CIP, Boehringer, Mannheim) aufgelOst und wflhrend einer Stunde bei 37 °C 
inkubiert Nach der Hitzeinaktivierung des Enzyms und dem Entfemen der Proteine (siehe oben) wurde die DNA 
mitEthanol gefflllt Nach Resuspendierungder DNA wurdedas Scal/Sphl-Fragment von pDS8/RBSH, das Teile des 

45 cat-Gens, den Terminator Tl, den Replikationsursprung, das bla-Gen, den Promoter P N25 X/q und die ribosomale 
Bindungsstelle RBSH, SphI enthfllt durch Elektrophorese in in einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und 
elektrophoretisch auf NA45-Membranen Ubertragen. Nachfolgende Elution, Ethanolfflllung und Resuspendierung 
in 100 ul TE-Puffer wurde wie oben beschrieben ausgefuhrt Etwa 1 pmol des Vektorfragmentes wurde erhalten. 

50 E. Zusammenbau des nGLS-Plasmids 

2|iVektorfragmentwurdenmit2ulFragmentl-DNAmLigase-Puffer(sieheoten),enth^ 
(1 WeiB-Einheit Boehringer Mannheim), in einem Gesamtvolumen von 20 ul verknUpft. Verknilpfungen wurden 
wflhrend 3 Stunden bei 22 °C durchgefUhrt Eine Kontroll-VerknUpfungohne Fragment 1-DNA wurde parallel dazu 
durchgefUhrt Die VerknUpfungsreaktionen wurden durch 7minUtiges Erhitzen der Proben auf 65 °C beendet. Die 

55 zur Transformation verwendeten, aufnahmebereiten E coli M15-Zellen wurden nach der Methode von Morrison 
(Methods Enzymol. 61, 326-33 1 [1979]) hergestellt Die VerknUpfungsmischungen wurden zu 200 ul aufgetauten, 
aufnahmebereiten E. coli M15-Zellen gegeben, die das pDMI,l-Plasmid enthalten. Die Proben wurden 30 Minuten 
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lang auf Eis gelegt und nachfolgend wahrend 2 Minuten bei 42 °C inkubiert Nach Zugabe von 0.5 ml LB-Medium 
wurden die Proben wahrend 90 Minuten bei 37 °C im Wasserbad gehalten. Die Zellen wurden dann wahrend 
30 Sekunden bei 12.000 rpra in einer Mikrozenrifage zentrifugiert Die Uberstande wurden verworfen, und die 
Niederschiage wurden in 100 pi LB-Medium suspendiert und auf 100 ug/ml Ampicillin und 25 ug/ml Kanamycin 
5 enthaltendenLB-Agarplattenausplattiert.DiePlatten wurden liber Nacht bei 37 °C inkubiert. Nach Transformation 
der Kontroll-Verknupfung wurden keine Transformanten erhalten. Verkniipfung mit Fragment 1 ergab etwa 
200 Transformanten. Einzelne Kolonien wurden mit einem Zahnstocher herausgepickt, in ein ROhrchen mit 10 ml 
LB-Medium, enthaltend 100 ug/ml Ampicillin und 25 (Jg/ml Kanamycin, (ibertragen und wahrend 12 Stunden bei 
37 °C unterstarkem Schlitteln wachsengelassen. Die Zellen wurden 10 Minuten bei 8000 rpm zentrifugiert Plasmid- 
10 . DNS wurde nach der Methode von Birnboim et al., (Nucleic Acid Res. 2, 1513-1523, [1979]) extrahiert 

Die schlieBlich erhaltenen Niederschiage wurden in 200 pi TE-Puffer aufgelOst. 4 |il wurden mit SphI und Xbal 
gespalten, urn das Fragment mit dem IFN-y-Gen und dem Terminator Tl freizusetzen. Alle analysierten DNA- 
Proben besaBen das Fragment der erwarteten GrtSBe von 1 kb. Diese Plasmide wurden pGLS genannt 

15 F. Sequenzanalyse des jn pOLS klonierten IFN-7-Qens 

Um zu bestatigen, daB die richtiee IFN-y-Sequenz in pGLS eingebaut ist, wurde die doppelstrtlngige, zirkulare 
Plasmid-DNS mittels eines mit [y- 32 P]-ATP endmarlderten Starters sequenziert. Der Starter en thai t die Nukleo tide 
von Position 199-218 von pDS8/RBSn, SphI und endet deshalb 6 Nukleotide vor dem ATG der SpM-Schnittstelle. 
15ulderisouertenDNS(0.3pmol)wurdenmitEthanolgefa11timdeinm 

20 der Niederschlag 2 Minuten in einer Vakuumzentrifuge getrocknet worden war, wurde der Niederschlag in 8 ul 
1/4 TE-Puffer aufgelOst Nach Zugabe von 2 pmol des mit [v- 32 PJ-ATP endmarkierten Starters wurden die Proben 
5 Minuten auf 95 °C erhitzt und dann 5 Minuten in ein Wasserbad von 42 °C gestellt Zur Sequenzierung der 
Fragmente wurde im wesentlichen die von Sanger et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 24, 5463-5467 [1977]) be- 
schriebene Dideoxykettenabbruchsmethode verwendet auGer daB, da der Primer radioaktiv markiert war, nicht 

25 markierte Deoxyribonukleotidtriphosphate (dXTPs) zur Veriangerungsreaktion verwendet wurden. 

Die Sequenzdaten bewiesen, daB das Immun-Interferongen richtig in das Plasmid pGLS eingebaut worden war. 

Beisoiel 3 

Aufbau der Plasmide pIFN-K-ffl. pIFN-*-7V pIFN-*-8V nIFN-*.9V nTFN-^.l und n!FN.-/-1 tt. 

30 

A. Grundsfitzliches 

Chemisch synthetisierte Oligonukleotide mit Translationsstopcodons an den gewtinschten Positionen wurden 
mit der einzigen Hinfl-Erkennungsstelle des INF-y-Gens (Figur 8) verbunden, was schlieBlich die Fragmente F(-6), 
F(-7), F(-8), F(-9), F(-10) und F(-l 1) ergab. Diese Fragmente wurden in pDS8/RBSn, SphI eingebaut, wobei sich 
35 die Plasmide pIFN-7(-6), pIFN-7(-7), pffN-y(-8), pIFN-7(-9), pIEN^-lO) und plFN-tf-l 1) (Figur 9) ergaben. 

B. Herstellune der Fragmente Ff-ffl. Ff-7l Ff-8). F(-9). FMO) und Ff-1 IV 

3 pmol pGLS-Plasmid wurden mit 15 E Hinfl (Figur 8) in Basispuffer bei 37 °C in einem Volumen von 50 ul 
wahrend 1 Stunde gespalten. Nach Spaltung wurde das Restriktionsenzym durch 7minfltige Inkubation bei 65 "C 

40 inakdviert, die Probe phenolextrahiert, mit Ether behandelt, gefailt und wie oben beschrieben getrocknet Der 
Niederschlag wurde in 50 ul Ligase-Puffer aufgelOst. Die Oligonukleotide einschlieBlich der Adapter A(-6), A(-7), 
A(-8), A(-9), A(-10) und A(-l 1) wurden, wie in Beispiel 2B beschrieben, synthetisiert lOOpmol derphosphorylierten 
Adapter wurden, jeweils zu 10 ul Hinfl gespaltenem pGLS-Plasmid gegeben. Nach Zugabe des Ligase-Puffers und 
1 Einheit T4-DNA-Ligase wurden die VerknQpfungen in einem Gesamtvolumen von 25 ul wahrend 12 Stunden bei 

45 22 °C durchgefuhrt. Die Reaktionen wurden durch 7minUtiges Erhitzen der Proben auf 65 °C beendet Nach der 
Fallung mit Ethanol wurden die DNA-Niederschlage in Basispuffer resuspendiert und mit 15 E EcoRI und 20 E 
HmQTnwahrend2Stundenbei37°Cineinem Volumen von 50uigespalten.NachHitzeinaktivierung,Phenolexrraktion, 
Behandlung mit Ether und EthanolMung, wurden die Proben in 10 ul Gelladepuffer aufgelOst und mittels 
Elektrophorese auf einem 6%-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt Die DNA-Banden wurden unter einem UV-Licht 

50 von 300 nm sichtbargemacht Die, die IFN-7-Gene enthaltenden, Banden wurden aus dem Gel geschnitten und, wie 
oben beschrieben, auf eine NA45-Membran mittels Elektrophorese Ubertragen. Die verwendete Marker-DNS war 
HaelB gespaltene 0X-Phagen-DNS. Die DNA-StUcke wurden wie beschrieben eluiert und F(-6), F(-7), F(-8), 
F(-9),F(-10)bzw.F(-ll) genannt 

55 C. Herstelhing vo n Plasmid dPS8/RBSII. Snhl 

WieinFigur9ausgef0hrt wurden2pmolpDS8/RBSn, Sphl-Plasmidmit lOEEcoRIund 10 EHindm wahrend 
1 Stunde in einem Gesamtvolumen von 50 jd bei 37 °C gespalten. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms und 
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Ethanolfailung wurde der DNA-Niederschlag in 10 pi Gelladepuffer aufgelCst. Nach Elektrophorese in einem 
1%-igen Agarosegel wurde das den ^-Terminator, das cat-Gen, den Tl-Terminator, den Replikationsursprung, das 
bla-Gen imddenP^dty -PromotorenthaltendeFragment aus dem Gelgeschnitten und wiebeschrieben eluiert Der 
schlieBlich erhaltene DNA-Niederschlag wurde in 50 |il Ligase-Puffer aufgelOst. 



D. Aufhau der Plasmide nTFN-Tr-rT). n!FN-^ -7l nlFN-^-SV nIFN-%<-9l nlFNAf-ifft nnri nlFNT-vT-l tt 

10 ul des Vektorfragments und die Halfte der Menge jedes gereinigten, in Beispiel 3B erhaltenen Fragmentes 
F(-6), F(-7), F(-8), F(-9), F(-10) und F(-l 1) wurden nebeneinander mittels 1 Einheit T4-Ligase in einem Volumen 
von 20 ul wahrend 3 Stunden bei 22 °C verknflpft. Eine KontrollverknQpfung ohne Fragment-DNS wurde parallel 
dazu durchgeflihrt. Die VerknUpfungsreaktionen wurden durch 7miniitiges Erhitzen der Proben auf 65 °C beendeL 

Transformationen wurden so wie bei Morrison (supra) beschrieben unter Verwendung von E. coli M15-Zellen, 
die dasPlasmid pDM,l enthalten, durchgeftlhrt. Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, auf LB-Agarplatten mit 
100 jil/ml Ampicillin und 25 Ml/ml Kanamycin ausplattiert. Die Platten wurden Qber Nacht bei 37 °C inkubiert. 

Wieerwartet wurden in den Kontrolrverknupfungen keineTransformanten erhalten. Da, wo die Vektor-DNA mit 
den Fragmenten verkntipft war, wurden 500-1000 Kolonien erhalten. Einzelne Kolonien wurden mit einem 
Zahnstocher herausgepickt und wie beschrieben in 10 ml LB-Medium wachsen gelassen. Plasmid-DNA wurde 
gemaB der Methode von Birnboim et al., (supra) extrahiert. Die schlieBlich erhaltenen Niederschlflge wurden in 
200 ul TE-Puf fer aufgelost. 4 ul der gereinigten DNA wurde mit 2 E EcoRl und2EHindIIIgespalten.Alle getesteten 
Klone setzten ein Fragment der erwarteten GrOBe von 450 bp frei. 

Die das Fragment F(-6) enthaltenden Plasmide wurden pIFN-Y(-6) genannt, wahrend die Plasmide die F(-7), 
F(-8), F(-9). F(-10) und F(-ll) enthalten als pIFN-Y(-7), pIFN-y(-8), pIFN-Y(-9), pIFN-yC-10) und pIFN-y(-ll) be- 
zeichnet wurden. Diese Plasmide sind Expressionsvektoren fUr die Gene die die rekombinanten 
Immun-Interferonrragmente IFN-y(-6), IFN-y(-7), IFN-7(-8). IFN-y(-9), IFN-y(-10) und rFN-tf-ll) kodieren 
(Figur 10). 

Beisniel4 

Egression von IFN-Y-Genen j n ft coji 

A. Grundsatzliches 

Um zu zeigen, daB die modifizierten IFN-y-Gene in E. coli in einer groBen Zahl exprimiert werden, wurden sie 
in E. coli M15 (pDMI.l), die mit pIFN-Y(-6), pIFN-Y(-7), pIFN-tf-8), pIFN-^), pIFN-tf-lO) Oder pIENtf-ll) 
transformiert sind, exprimiert und die gesamten, zellulflren Proteine durch SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 
analysiert 

B. Herstellung von IFN-y- Proteinen in E. coli 

DiedasPlasmidpDMI,lenthaltendenE.coliM15-Zellen wurden mitpIFN-7(-60 ) pIFN-y(-7),pIFN-Y(-8),pIFN- 
y(-9), pIFN-Y(-10) oder pIFN-r(-l 1) und parallel dazu mit pGLS als Kontrolle transformiert Die Transformanten 
wurden in 100 pg/ml Ampicillin und 25 ug/pl Kanamycin haltigem LB-Medium aufgezogen. Bei einer optischen 
Dichte von etwa 0.7 bei 600 nm wurden die Kulturen mit IPTG (Endkonzentration 1 mM) induziert. Nach 
zusatzlichen 6 Stunden Inkubation wurden die Zellen durch Zentrifugation geemteL 

C. SichtbarmachtiriK der in E, COli tiergestemen, Proteine 

Zellen von 40 ul Kultur wurden in 3 % SDS, 3 % P-Mercaptoethanol, 20 % Glycerin und 125 mM Tris/HCl 
(pH 6.8) enthaltendem Probenpuffer resuspendiert Die Proben wurden 5 Minuten gekocht, auf Eis abgekflhlt, 
30 Sekunden bei 12000 x g zentrifugiert und gemflB dem von Laemmli (Nature 22Z» 680-685, [1979]) beschriebenen 
Verfahren mittels eines SDS-Polyacrylamidgels (12.5 % Acrylamid, Verhaimis Acrylamid zu Bisacrylamid 30/0.8) 
aufgettennt.NachFfrbenderProteinemitCoomassieBrMi^ 

Gel entfemt. Das Gel zeigte, daB die rekombinanten Immun-Interferonfragmente IFN-y(-6), IFN-y(-7), IFN-tf-8), 
IFN-7(-9), IFN-tf-lO) und EFN-y(-11) in E. coli in grOBerer Menge als das rekombinante, reife Immun-Interferon 
hergestellt werden, obwohl alle Proteine unter der Kontrolle der gleichen Expressionskontrollsequenz stehen. 

Beisniel 5 

Alle rekombinanten Immun-Interferonfragmente wurden bis zur Homogenitfit nach der folgenden Methode 
gereinigLRekombinanteE.coh-ZkUen,deemenExrH^^ 

enthalten, wurden, wie oben beschrieben, gezttchtet. Nach Induktion mit IPTG und zusatzlicher 6stiindiger 
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Irurobanon wurden dieZ&lenzentrifug^ 

(100 g) wurden mit 7 M Guanidin-Hydrochlorid in 0.01 M Natriumboratpuffer bei pH 8.0 (300 ml) aufgeschlossen. 
Die so erhaltene Suspension wurde 1 S tunde bei 4 °C geriihit Das gelflste, rekombinante Iramun-Interferon&agment 
wurde von unlflslichen Partikeln durch Zentrifugation (10000 x g, 30 Minuten, 4 °C) abgetrennt. Der Oberstand 

5 wurde mit dem 10-fachen Volumen 0.15 M Natriumborat (pH 8.0) verdflnnt und die restlichen Partikel durch 
Zentrifugation wiezuvorsedimentiert-360gSilicagel 100 (Teikhengreite0.()63^.200 mm) wurden zumRohextrakt 
gegeben. Die Suspension wurde sorgfaitig geriihrt, urn eine Sedimentation zu vermeiden. Nach einer Stunde wurde 
das Rtihren beendet. Nach Absetzen des Sediments wurde der Oberstand verworfen und das Sediment in eine Saule 
tibertragen. (Durchmesser 5 cm, Lange 17.5 cm). Das Silicagel in der Saule wurde mit 1 M NaCl in 0.01 M 

10 Natriumborat (pH 8.0) gewaschen (DurchfluBrate 6 ml/min). Das rekombinante Immun-mterferonfragment wurde 
mit 0.5 M Tetramethylammoniumchlorid und 0.7 M Ammoniumsulfat in 0.01 M Natriumboratpuffer (pH 8.0) 
(DurchfluBrate: 6 ml/min) eluiert. Das Eluat wurde sofort auf eine Phenyl-Sepharosesaule mit speziell hoher 
DurchfluBrate (Durchmesser 5 cm, Lange 21 cm, Pharmacia, Prototypgel KK33904). die mit 0.5 M 
Tetramethylammoniumchlorid und 0.7 M Ammoniumsulfat in 0.01 M Natriumboratpuffer (pH 8.0) (DurchfluBrate 

15 6 ml/min) flquilibriert worden war, aufgetragen. Das rekombinante Immun-Interferonfragmentbefandsich imEluat, 
wahrend Proteasen von der Matrix gebunden werden. Die Saule wurde durch Waschen der Matrix mit 0.01 M 
Natriumboratpuffer (pH 8.0) wieder emeuert In einem nachsten Schritt wurde das von der Phenyl-Sepharosesaule 
eIuierte,rekombimmteInmun-Interferonfragmentaneinemit0.7MAmmoniumsulfatm0.01MNauiu 
(pH 8.0) aquilibrierte Phenyl-Sepharose CL-4B-Saule (Durchmesser 5 cm.Lflnge 21 cm, Pharmacia) adsorbiert. Die 

20 saule wurde ausfUhrlich gewaschen und das rekombinante Immun-Interferonfragment mit einem 4-stfindigen, 
linearen Gradienten gegen 0.01 M Natriumboratpuffer (pH 8.0) eluiert. Das Eluat wurde mit dem vierfachen 
Volumen Wasser verdQnnt und auf eine, mitpyrogenfreiem 0.05 MNatriumphosphatpuffer (pH 6.0) aquilibrierte 
Fractogel TSK CM-650 (M)-Saule (Durchmesser 2.6 cm, Lange 18 cm, Merck) aufgetragen (DurchfluBrate 4 ml/ 
min.) Das rekombinante Immun-Interferonfragment wurde mittels eines linearen NaCl-Gradienten von 0-0.6 M 

25 NaCl eluiert. Im letzten Reinigungsschritt wurde die das rekombinante Immun-Interferonfragment enthaltende 

Sflule: (Durchmesser 5 cm, Lange 85 cm, Pharmacia) aufgetragen. Die DurchfluBrate wurde auf 2 ml pro Minute 
eingestellt 

Die so gereinigten Immun-Interferonfragmente waren gemaB analytischer RP-18 HPLC und SDS- ' 
30 Polyacrylamidgelelektrophorese homogen. Zur C-terminalen Aminosaureanalyse wurden die gereinigten Proteine 
mit Staphylococcus aureus V8-Protease gespalten. Die C-terminalen Peptide wurden mittels RP-18 HPLC isoliert, 
lyophflisiert, in HC1 hydralysiert und einer Aminosaureanalyse unterzogen. Die erwarteten Aminosauren wurden im 
Hydrolysat gefunden. 

Es stellte sich heraus, daB die rekombinanten Immun-Interferonfragmente nach stealer Filtration mehrere Mo- 
35 natebei4°CLagerungstabilsind. 
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PATENTANSPRCCHE 



1. Homogenes, rekombinantes Iramun-Inteiferonfragment, dem im Vergleich zum reifen, rekombinanten, mensch- 
lichen Immun-Interferon voller Unge Aminosauren am C-Terminus fehlen, dadurch gekennzeichnet, daB ihm 
6 bis 11 Aminosauren feWen. 

2. Homogenes, rekombinantes Immun-Interferonfragment nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es die 
AminosSuresequenz 

X-Y-Asp-Pro-Tyr-Val-Lys-Glu-Ala-Glu-Asn-Leu-Lys-Lys-Tyr-Phe- 
Asn-Ala-Gly-His-Ser-Asp-Val-Ala-Asp-Asn-Gly-Thr-Leu-Phe-Leu- 
Gly-Ile-Leu-Lys-Asn-Trp-Lys-Glu-Glu-Ser-Asp-Arg-Lys-Ile-Met- 
Gln-Ser-Gln-Ile-Val-Ser-Phe-Tyr-Phe-Lys-Leu-Phe-Lys-Asn-Phe- 
Lys-Asp-Asp-Gln-Ser-Ile-Gln-Lys-Ser-Val-Glu-Thr-Ile-Lys-Glu- 
Asp-Met-Asn-Val-Lys-Phe-Phe-Asn-Ser-Asn-Lys-Lys-Lys-Arg-Asp- 
Asp-Phe-Glu-Lys-Leu-Thr-Asn-Tyr-Ser-Val-Thr-Asp-Leu-Asn-Val- 
Gln-Arg-Lys-Ala-Ile-His-Glu-Leu-Ile-Gln-Val-Met-Ala-Glu-Leu- 
Ser-Pro-Ala-Ala-Lys-Thr-Gly-Lys-Arg-Lys-Arg-Z 

aufweist, worin entweder X filr Methionin und Y fur Glutamin oder X fur Wasserstoff und Y filr Glutamin oder 
Pyroglutaminsaure und Z fur 

Ser, 

Ser-Gln, 

Ser-GIn-Met, 

Ser-GIn-Met-Leu, 

Ser-Gln-Met-Leu-Phe oder 

Ser-Gln-Met-Leu-Phe-Arg steht 

3. Homogenes, rekombinantes Immun-Interferonfragment nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB 
es in Form eines Dimeren, Trimeren oder Tetrameren vorliegL 

4. Replizierbarer,mikrobielIerExpressionsvektor, dadurch gekeniueichnet,(MeremeNukleotidsequenzenthalt, 
die fflr ein rekombinantes Immun-Interferonfragment nach einem der Ansprfiche 1 bis 3 codiert und daB die 
Nukleotidsequenz operativ mit einer EKpressions-Kontroilsequenz verbunden ist. 

5. Replizierbarer, mikrobieller Expressionsvektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Plasmid 
aus der Gruppe pIFN-Y(-6), pIFN-7(-8) und pIFN-7(l 1) ist 

6. Replizierbarer, mikrobieller Expressionsvektor nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB er ein Plasmid 
aus der Gruppe pIFN-7(-7), pIFN-7(-9) und pIFN-^-lO) ist 

7. Mikroorganismus, dadurch gekennzeichnet, daB er mit einem replizierbaren, mikrobiellen Expressionsvektor 
gemSB einem der Anspriiche 4 bis 6 transformiert ist und daB er zur Expression eines rekombinanten Immun- 
Interferonfragmentes gemfiB einem der Anspriiche 1 bis 3 befahigt ist 

8. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Immun-Interferonfragmentes gemSB einem der Anspriiche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Kultur eines Mikroorganismus, der mit einem replizierbaren, zur 
Expression des besagten Interferonfragmentes beffihigten Expressionsvektors transformiert ist, hochwachsen laBt, 
das besagte Interferonfragment exprimiert und isolien 
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9. Verfahren zur Herstellung eines Mikroorganismus gemaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Mikroorganismus mit einem replizierbaren, mikrobiellen Expressionsvektor gemaB einem der Ansprilche 4 bis 6 
transformiert wild. 

5 10. Pharmazeutische Zusammensetzungen, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine oder mehrere rekombinante 
Interferonfragmente gemaB einem der Ansprfiche 1 bis 3 und ein physiologisch vertragliches Tragermaterial 
enthalten. 

1 1 . Pharmazeutische Zusammensetzungen gemaB Anspruch 10 zur parenteralen Applikation. 

10 

12. Pharmazeutische Zusammensetzungen gemaB Anspruch 10 zur topischen Applikation. 

13. Pharmazeutische Zusammensetzungen gemaB Anspruch 10 zur inuanasalen Applikation. 

15 14. Verwendung eines rekombinanten Immun-Interferonfragmentes gemaB einem der Ansprilche 1 bis 3, oder einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung gemaB Anspruch 10 zur Behandlung viraler Infektionen. 

15. Verwendung eines rekombinanten Immun-Interferonfragmentes gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3 oder einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung gemaB Anspruch 10 zur Behandlung neoplastischerErkrankungen. 

20 

16. Verwendung eines rekombinanten Immun-Interferonfragmentes gemaB einem der Anspriiche 1 bis 3 oder einer 
pharmazeutischen Zusammensetzung gemaB Anspruch 10 zur Behandlung rheumatischer Arthritis. 

Hiezul6BlattZeichnungen 
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Fig.1 



ATG CAG GAC CCA TAT GTA AAA GAA GCA GAA AAC CTT AAG AAA TAT 
(Met) Gin Asp Pro Tyr Val Lys Glu Ala Glu Asn Leu Lys Lys Tyr 



nT AAT GCA GGT CAT TCA GAT GTA GCG GAT AAT GGA ACT CTT TTC 
Phe Asn Ala Gly His Ser Asp Vai Ala Asp Asn Gly Thr Leu Phe 

TTA GGC ATT TTG AAG AAT TGG AAA GAG GAG AGT GAC AGA AAA ATA 
Leu Gly He Leu Lys Asn Trp Lys Glu Glu Ser Asp Arg Lys He 

ATG CAG AGC CAA ATT GTC TCC TTT TAC TTC AAA CTT TTT AAA AAC 
Met Gin Ser Gin He Val Ser Phe Tyr Phe Lys Leu Phe Lys Asn 

TTT AAA GAT GAC CAG AGC ATC CAA AAG AGT GTG GAG ACC ATC AAG 
Phe Lys Asp Asp Gin Ser He Gin Lys Ser Val Glu Thr He Lys 

GAA GAC ATG AAT GTC AAG TTT TTC AAT AGC AAC AAA AAG AAA CGA 
Glu Asp Met Asn Val Lys Phe Phe Asn Ser Asn Lys Lys Lys Arg 

GAT GAC TTC GAA AAG CTG ACT AAT TAT TCG GTA ACT GAC TTG AAT 
Asp Asp Phe Glu Lys Leu Thr Asn Tyr Ser Val Thr Asp Leu Asn 

GTC CAA CGC AAA GCA ATA CAT GAA CTC ATC CAA GTG ATG GCT GAA 
Val Gin Arg Lys Ala He His Glu Leu lie Gin Val Met Ala Glu 



CTG TCG CCA GCA GCT AAA ACA G6G AAG CGA AAA A GG AGT CA G ATG 
Leu Ser Pro Ala Ala Lys Thr Gly Lys Arg Lys Arg Ser Gin Met 



Hlnf I 



130 



CTG 
Leu 



nT CGA GGT CGA AGA 
Phe Arg Gly Arg Arg 



GCA TCC CAG TAA 
Ala Ser Gin 

143 
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Fig.3 

_ 10 20 30 40 50 

0 CCTCGAGGCT GGCATCCCTA ACATATCCCA ATGGTTACTT AAACAACGGA 
50 GGACTAGCGT ATCCCTTCGC ATAGGGTTTG AGTTAGATAA AGTATATGCT 
100 GAACTTTCTT CTTTGCTCAA AGAATCATAA AAAATTTATT TGCTTTCAGG 
150 AAAATTTTTC TCTATAATAG ATTCAAATTC TGAGCGGATA ACAATTTGAA 
200 TTCATTAAAG AGGACAAATT AAG CATGCGA CGATCCGGCA TCATGGTTCG 
250 ACCATTGAAC TGCATCGTCG CCGTGTCCCA AAATATGCGG ATTGGCAAGA 
300 ACGGAGACCT ACCCTGGCCT CCGCTCAGGA ACGAGTTCaTgTACTTCCAA 

350 AGAATGACCA caacctcttc agtggaaggt aaacagaatc tggtgattat 
400 gggtaggaaa acctggttct ccattcctga gaagaatcga cctttaaagg 

15° ACAGAATTAA TATAGTTCTC AGTAGAGAAC TCAAAGAACC ACCACGAGGA 
500 CCTCATTTTC TTGCCAAAAG TTTGGATGAT GCCTTAAGAC TTATTGAACA 
550 ACCGGAATTG GCAAGTAAAG TAGACATGGT 7TGGATAGTC GGAGGCAGTT 
600 CTGTTTACCA CGAAGCCATG AATCAACCAG CCCACCTTAG ACTCTTTGTG 
6 50 AOAAGGATCA TCCAGCAATT TGAAAGTGAG ACGTTTTTCC CAGAAATTGA 
TOO 7TTGGGGAAA TATAAAGTTC TCCCAGAATA CCCAGGCCTC CTCTCTGAGC. 
750 TCCAGGAGGA AAAAGGCATC AAGTATAAGT TTGAAGTCTA CGAGAAGAAA 
800 GACTAACAGG AAGATGCTTT CAAGTTCTCT GCTCCCCTCC TAAAGCTATG 
8 50 CATTTTTATA AGACCATGGG ACTTTTGCTG GCTTTAGATC CGGCCAAGCT 
900 TGGACTCCTG TTGATAGATC CAGTAATGAC CTCAGAACTC CATCTGGATT 
950 TGTTCAGAAC CCTCGGTTCC CGCCGGGCGT TTTTTATTGG TGAGAATCCA 
1000 AGCTACCTTG CCGAGATTTT CAGGACCTAA GGAAGCTAAA ATGGAGAAAA 
1050 AAATCACTGG ATATACCACC GTTGATATAT CCCAATGCCA TCGTAAAGAA 
1100 CATTTTGAGG CATTTCAGTC AGTTGCTCAA TGTACCTATA ACCAGACCGT 
1150 TGAGCTGGAT ATTACGGCCT TTTTAAAGAC CGTAAAGAAA AATAAGCACA 
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1200 AGTTTTATCC CGCCTTTATT CACATTCTTG CCCGCCTGAT GAATGCTCAT 
1250 CCGGAATTTC GTATGGCAAT GAAAGACGCT GAGCTGGTGA TATGGGATAG 
1300 TGTTCACCCT TGTTACACCG TTTTCCATGA GCAAACTGAA ACCTTTTCAT 
13 50 CGCTCTGGAG TGAATACCAC GACGATTTCC GGCAGTTTCT AC AC AT AT AT 
1100 TCGCAAGATC TGGCGTGTTA CCGTGAAAAC CTGGCCTATT TCCCTAAAGC 
H50 GTTTATTGAG AATATGTTTT TCGTCTCACC CAATCCCTGG GTGAGTTTCA 
1500 CCAGTTTTGA TTTAAACGTG GCCAATATGG ACAACTTCTT CGCCCCCGTT 
1550 TTCACCATGG GCAAATATTA TACGCAAGGC CACAAGGTGC TGATGCCCCT 
1600 CGCCATTCAG GTTCATCATG CCGTCTGTGA TGGCTTCCAT GTCGGCAGAA 
1650 TGCTTAATGA ATTACAACAG TACTCCGATG AGTGGCAGGG CGGGGCGTAA 
1700 TTTTTTTAAG GCAGTTATTG GTGCCCTTAA ACCCCTGGGG TAATGACTCT 
1750 CTAGCTTGAG GCATCAAATA AAACGAAAGG CTCAGTCGAA AGACTGGGCC 
1800 TTTCGTTTTA TCTGTTGTTT GTCGGTGAAC GCTCTCCTGA GTAGGACAAA 
18 50 TCCGCCGCTC TAGAGC ■ — 
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10 20 30 10 50 

0 AAGCTTCACG CTGCCGCAAG CACTCAGGCC GCAAGGGCTG CTAAAGGAAG 
50 CGGAACACGT AGAAAGCCAG TCCGCAGAAA CGGTGCTGAC CCCGGATGAA 
100 TGTCAGCTAC TGGGCTATCT GGACAAGGCA AAACGCAAGC CCAAAGACAA 
150 AGCAGGTAGC TTGCAGTGGG CTTACATGGC GATAGCTAGA CTGGGCGG7T 
200 TTATGGACAG CAAGCCAACC GGAATTGCCA GCTCGGCCGC CCTCTGGTAA 
250 GG7TGGGAAG CCCTGCAAAG TAAACTGGAT GGCTTTCTTG CCGCCAAGGA 
300 TCTG4TGGCG C4GGGC-4TC4 AGATCTGATC AAGAGACAGG ATGAGGATCG 
350 TTTCGC ATGA TTGAACAAGA TGGATTGCAC GCAGGTTCTC CGGCCGCTTG 
100 GGTGGAGAGG CTATTCGGCT ATGACTGGGC ACAACAGACA ATCGGCTGCT 
150 CTGATGCCGC CGTGTTCCGG CTGTCAGCGC AGGGGCGCCC GGTTCTTTTT 
500 GTCAAGACCG ACCTGTCCGG TGCCCTGAAT GAACTGCAGG ACGAGGCAGC 
550 GCGCCTATCG TGGCTGGCCA CGACGGGCGT TCCTTGCGCA GCTCTGCTCG 
600 ACGTTGTCAC TGAAGCGGGA AGGGACTGGC TGCTATTGGG CGAAGTGCCG 
650 GGGCAGGATC TCCTGTCATC TCACCTTGCT CCTGCCGAGA AAGTATCCAT 
700 CATCGCTGAT GCAATCCGCC GGCTGCATAC GCTTGATCCG GCTACCTCCC 
750 CATTCGACCA CCAAGCGAAA CATCGCATCG AGCGACCACG TACTCGGATG 
800 GAAGCCGGTC TTGTCGATCA CGATGATCTG GACGAAGAGC ATCAGGGGCT 
850 CGCGCCAGCC CAACTGTTCG CCAGGCTCAA GGCGCCCATG CCCCACGGCG 
900 AGGATGTCGT CGTGACCCAT GGCGATGCCT GCTTGCCGAA TATCATGGTG 
950 GAAAATGGCC GCTTTTCTGG ATTCATCGAC TGTGGCCGGC TGGGTGTGGC 
1000 GGACCGCTAT CAGGACATAG CGTTGGCTAC CCGTGATATT GCTCAACAGC 
1050 TTGGCGGCG4 ATGGGCTGdC CGCTTCCTCG TGCTTTACGG TATCGCCGCT 
1100 CCCGATTCGC AGCGCATCGC CTTCTATCGC CTTCTTGACG AGTTCTTC TG 
1150 /IGCGGGACrC TGGGGTTCGA AATGACCGAC GAAGGGAGGQ GGAAGGTGGC 

1200 ATCACGAGAT TTCGATTCCA CCGCCGCCTT CTATGAAAGG TTCCGCTTCG 
1250 GAATCGTTTT CCGGGACGCC GGCTGGATGA TCCTCCAGCG CGGGGATCTC 
1300 ATGCTGGAGT TCTTCGCCCA CCCCGGGCTC CATCCCCTCG CGAGTTGGTT 
1350 CAGCTGCTGC CTGAGGCTGG ACGACCTCGC GGAGTTCTAC CGGCAGTCCA 
1100 AATCCGTCGG CATCCAGGAA ACCAGCAGCG GCTATCCGCG CATCCATGCC 



1150 CCCGAACTGC AGGAGTGGGG AGGCACGATG GCCGCTTTGG TCGACAATTC 

1500 GCGCTAACTT ACATTAATTG CGTTGCGCTC A CTGCCCGCT TTCCAGTCGG 

1550 GAAACCTGTC GTGCCAGCTG CATTAATGAA TCGGCCAACG CGCGGGGAGA 

1600 GGCGGTTTGC GTATTGCGCG CCAGGGTGGT TTTTCTTTTC ACCAGTGAGA 

1650 CGGCCAACAG CT GATTGCGC TTCACCGCCT CCCCCTGAGA GAGTTGCACC 

1700 AAGCGGTCCA C GCTGGTTTG CCCCAGCAGG CGAAAATCCT GTTTGATGGT 

1750 GGTTMACCGC GGGATATAAC ATGAGCTGTC TTCGGTATCG TCGTATCCCA 

1800 CTACCGAGAT ATCCGCACCA ACGCGCAGCC CGGACTCGGT AATGGCGCGC 

1850 ATTGCGCCCA GCGCCATCTG ATCGTTCGCA ACCAGCATCG CAGTGGGAAC 
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1900 GATGCCCTCA TTCAGCATTT GCATGGTTTG TTGAAAACCG GACATGGCAC 
1950 TCCAGTCGCC TTCCCGTTCC GCTATCGGCT GAATTTGATT GCGAGTGAGA 
2000 TATTTATGCC AGCCAGCCAG ACGCAGACGC GCCGAGACAG AACTTAATGG 
2050 GCCCGCTAAC AGCGCGATTT GCTGGTGACC CAATGCGACC AGATGCTCCA 
2100 CGCCCAGTCG CGTACCGTCT TCATGGGAGA AAATAATACT GTTGATGGGT 
2150 GTCTGGTCAG AGACATCAAG AAATAACGCC GGAACATTAG TGCAGGCAGC 
2200 TTCCACAGCA ATGGCATCCT GGTCATCCAG CGGATAGTTA ATGATCAGCC 
2250 CACTGACGCG TTGCGCGAGA ACATTCTGCA CCGCCGCTTT ACAGGCTTCG 
2300 ACGCCGCTTC GTTCTACCAT CGACACCACC ACGCTGGCAC CCAGTTGATC 
2350 GGCGCGAGAT TTAATCGCCG CGACAATTTG CGACGGCGCG TGCAGGGCCA 
2400 GACTGGAGGT GGCAACGCCA ATCAGCAACG ACTGTTTGCC CCCCAGTTGT 
2450 TGTGCCACGC GGTTGGGAAT GTAATTCAGC TCCGCCATCG CCGCTTCCAC 
2500 TTTTTCCCGC GTTTTCGCAG AAACGTGGCT GGCCTGGTTC ACCACGCGGG 
2550 AAACGGTCTG ATAAGAGACA CCGGCATACT CTGCGACATC GTATAACGTT 
2600 ACTGGTTTCA C ATTCACCAC CCTGAATTGA CTCTCTTCCG GGCGCTATCA 
2650 TGCCATACCG CGAAAGGTTT TGCACCATTC GATGGTGTCA ACGTAAATGC 
2700 ATGCCGCTTC GCCTTCGCGC GCGAATTGTd gACCCTGTCC CTCCTGTTCA 
27 50 GCTACTGACG GGGTGGTGCG TAACGGCAAA AGCACCGCCG GACATCAGCG 
2600 CTAGCGGAGT GTATACTGGC TTACTATGTT CGCACTGATG AGGGTGTCAG 
28.50 TGAAGTCCTT CATGTGGCAG GAGAAAAAAG GCTGCACCGG TGCGTCAGCA 
2900 GAATATGTGA TACAGGATAT ATTCCGCTTC CTCGCTCACT GAGTGGCTAG 
2950 GCTCGGTCGT TCGACTGCGG CGAGCGGAAA TGGCTTACGA ACGGGGCGGA 
3 000 GATTTCCTGG AAGATGCCAG GAAGATACTT AACAGGGAAG TGAGACGGCC 
3050 GGGGCAAAGC CGTTTTTCCA TAGGCTCCGC CCCCCTGACA AGCATCACGA 
3100 AATCTGACGC TCAAATCAGT GGTGGCGAAA CCCGACAGGA CT AT A A AG AT 
3150 ACCACGCGTT TCCCCTGGCG GCTCCCTCGT GCGCTCTCCT GTTCCTGCCT 
3200 TTCGGTTTAC CGGTGTCATT CCGCTGTTAT GGCCGCGTTT GTCTCATTCC 
3 250 ACGCCTGACA CTCAGTTCCG GGTAGGCAGT TCGCTCCAAG CTGGACTGTA 
3300 TGCACGAACC CCCCGTTCAG TCCGACCGCT GCGCCTTATC CGGTAACTAT 
33 50 CGTCTTGAGT CCAACCCGGA AAGACATCCA AAAGCACCAC TGGCAGCAGC 
3100 CACTGGTAAT TGATTTAGAG GAGTTAGTCT TGAAGTCATG CGCCGGTTAA 
3150 CGCTAAACTG AAACGACAAG TTTTGGTGAC TGCGCTCCTC CAAGCCAGTT 
3500 ACCTCGGTTC AAAGAGTTGG TAGCTCAGAG AACCTTCGAA AAACCGCCCT 
3550 GCAAGGCGGT TTTTTCGTTT TCAGAGCAAG AGATTACGCG CAGACCAAAA 
3600 CGATCTCAAG AAGATCATCT TATTAATCAG ATAAAATATT TCTAGATTTC 
3650 AGTGCAATTT ATCTCTTCAA ATGTAGCACC TGAAGTCAGC CCCATACGAT 
3700 ATAAGTTGTT AATTGTCATG TTTGACAGCT TATCATCGAT 
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